Hoppe-Seyler's 
Leitschrift fiir 


Physiologische Chemie 


Fortgefihrt ven A. Kessel und PF. Kneop 





Heranusgegeben von 


A.Butenandt , K. Thomas 


unter Mitwirkung von 
K. Bernhard, K.Bernhauer, W.GraGmann, B.Kleak, 
P.Leuthardt, LTuppy, €. Weitzel, F. Weygand 
9 | Redaktion 


OHIO STATE 
| NIVE! RSITY W. Mors 

AUG 2 1960 
Y LIBRARY ¢ 





Band 319 


® 








WALTER DE GRUYTER &CO-BERLIN 


Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. Bd. 319 8S. 1—286 








HERRATH 
Bau und Funktion der normalen Milz 


Von Dr. med. Ernst von Herrath, o.6, Professor der Anatomie, 
Direktor des anatomischen Instituts der Freien Universitat Berlin 


Grof-Oktav. Mit 124 Abbildungen und 2 mehrfarbigen Tafeln. 
VIII, 412 Seiten. 1958. Kunststoffeinband DM 68,— 


Das vorliegende Werk ist die erste umfassende Darstellung des Milzbaues, die 
nadi der bereits linger zuriickliegenden letzten anatomischen (J. Sobotta, 1914) 
und histologischen (A. Hartmann, 1930) angesichts des in Jahrzehnten an- 
gehauften Neuen dringlich war. 


»-.. ist derzeit die umfassendste Darstellung der Milzanatomie und Histologic 
sowie der Physiologie und in gewisser Hinsicht auch der Pathologie ... wird 
das ausgezeichnet ausgestattete und von unerhértem Fleif zeugende Werk in 
erster Linie fir den vergleichenden und experimentierenden Forscher geeignet 
sein, dem iiber 1700 Literaturangaben iiber das Kapitel Milz zur Verfigung 
stehen.“ Wiener Zeitschrift fiir Innere Medizin 


»Der fliissige Stil erleichtert die Lektiire. Zablreiche gut ausgesuchte Tabellen, 
Photographien und schematische Zeichnungen sowie ein Literaturverzeichnis 
bereichern den Text, Ein 47 Seiten umfassendes Sachverzeichnis erméglicht es, 
in dem inhaltsreichen Buch die Antwort auf eine bestimmte Frage auch wirklich 
aufzufinden.“ Else Knake, Berlin-Dahlem, in: Blut 





DYCKERHOFF 


Worterbuch der physiologischen Chemie 
fiir Mediziner 
Oktav. IV, 175 Seiten. 1955. Ganzleinen DM 18,50 
»Das Worterbuch informiert iiber die wichtigsten Begriffe, Substanzen und 
Stoffwechselvorgange der physiologischen Chemie. Formelbilder und Formu- 


lierungen der Reaktionsabliufe erginzen den kurzen, pragnanten Text.“ 
Berichte iiber die gesamte Biologie 
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Bd. 319 (1960) 


Herkunft der Furandicarbonsaure-(2.5) 


im menschlichen Kérper 
Von 


B. Flaschentriger + und Samiha M. Abdel Wahhab 


Aus dem Biochemistry Department, Faculty of Medicine, Chemistry Department, Faculty of Science, 
Alexandria University, VAR 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. August 1959) 


Furandicarbonsaure-(2.5) (FDS) wurde von Flaschentrager und 
und Bernhard! als regelmaiBiger Bestandteil des Menschenharns fest- 
gestellt. Flaschentriger und Mitarbeiter? ? konnten zeigen, da FDS 
ein Produkt des Zuckerstoffwechsels ist, das auf einem bisher un- 
bekannten oxydativen Abbauweg entsteht. Wihrend die Verabreichung 
von Rohrzucker, Lactose, Rhamnose oder Natriumpectat die aus- 
geschiedene Menge FDS nicht beeinfluBte, konnte durch Gaben von 
5 g D-Glucuron oder D-Galakturonsiure die FDS-Ausscheidung um das 
5—15fache erhéht werden!-’. Deshalb wurde Glucuronsiiure als Mutter- 
substanz der FDS in Erwigung gezogen. 


Durch die Stoffwechselversuche der vorliegenden Arbeit wurde 
versucht, der Lésung des Problems niher zu kommen. Die verabreichten 
Substanzen wurden nach folgenden Gesichtspunkten ausgewihlt : 


1. Aus Hexosen und Hexonsiuren liBt sich in vitro 5-Hydroxy- 
methyl-brenzschleimsiure erhalten‘, die leicht zu FDS oxydiert werden 
kann®. Deshalb verabreichten wir den Versuchspersonen Gluconsaure 
(als Calciumsalz) und Galaktose und bestimmten die ausgeschiedene 
Menge FDS. 

2. In Analogie zu der von Jaffé® gefundenen in-vivo-Aufspaltung 
des Benzolringes zur Muconséure kann man auch an eine Bildung der 
FDS aus Inosit denken: 

1 B. Flaschentrager u. K. Bernhard, diese Z. 246, 124 [1957]. 

2 B. Flaschentrager u. K. Bernhard, unver6ffentlicht (Ziirich). 

3 B. Flaschentrager, B. Cagianut u. F. Meier, Helv. chim. Acta 28, 1489 
[1945]. 

4 E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 27, 1526 [1894]; J. Kiermayer, Che- 
miker-Ztg. 19, 1004 [1895]. 

5 A. v. Ekenstein u. J. J. Blanksma, Ber. dtsch. chem. Ges. 48, 2355 
[1910]. 

6 M. Jaffé, diese Z. 62, 58 [1909]. 
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—3H,0 
‘ w—— HO.C—[CHO —CcCOo —3H,0 . 
\ OH HZ HO,C —[CHOH], —CO,H + FDS 
HO \\WW__7/ H 
H OH 


Um diese Theorie zu priifen, bezogen wir auch Inosit in die Ver- 
suche mit ein. 

3. Die erhéhte FDS-Ausscheidung nach Gabe von D-Glucuron und 
D-Galakturonsiure?* lieB darauf schlieBen, daB diese Muttersubstanzen 
der FDS im KOrper sind. Wir versuchten nun, ob Verbindungen wie 
Menthol, Borneol oder Natriumsalicylat, die als Glucuronide 
eliminiert werden, auf die Ausscheidung der FDS einen EinfluB aus- 
iiben. 


4. Da uns als seltener Fall ein Patient mit Alkaptonurie zur Ver- 
fiigung stand, wurde auch dessen Urin auf FDS untersucht. 


Methodik 


Fiir jedes Experiment wurden von einer Versuchsperson drei Harnproben 
getrennt untersucht, die in drei aufeinanderfolgenden Perioden zu je 3—4 Tagen 
gesammelt worden waren. Die Vorperiode A lag vor, die Hauptperiode B waihrend 
und die Nachperiode C nach der oralen Verabreichung der zu priifenden Sub- 
stanz. Durch Vergleich der in mg/Tag angegebenen FDS-Mengen in den drei 
Perioden wurde auf die Wirkung der Substanz geschlossen. 

Die Extraktion und Bestimmung der FDS geschah nach Flaschentrager 
und Abdel Wahhab’. FDS und Bernsteinsiure wurden durch Bestimmung 
des Aquivalentgewichts, des Schmelzpunkts und durch mikroskopischen Vergleich 
der Kristalle mit authent. Proben identifiziert. 


Ergebnisse und Diskussion 
1. Stoffwechselversuch mit Calciumgluconat 


Nach Schott’ wird subcutan injizierte Gluconséure beim Kaninchen un- 
verandert im Harn ausgeschieden, wihrend Mayer® als Oxydationsprodukt 
Zuckersaéure fand. Paderi” stellte fest, da8 Gluconsaure in Glucose umgewandelt 
und der Glykogengehalt der Leber erhéht wird. Stetten und Stetten!! fanden 
als Stoffwechselprodukte der Gluconsiure alle eben genannten Verbindungen; 
allerdings wurde Gluconsaure langsamer verbrannt als Glucose. Flaschentrager 
und Mitarbeiter® stellten nach oraler ree von 5 g p-Glucuron oder p-Galakturon- 
siure im menschlichen Urin eine 5—15fach erhéhte FDS-Ausscheidung fest. 

7 B. Flaschentrager u. S.M. Abdel Wahhab, Mikrochem. verein. Mi- 
crochim. Acta, im Druck. 

8 EK. Schott, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 56, 35 
[1911]. 

® P. Mayer, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 492 [1901]. 

10 ©. Paderi, Arch. Farmacol. sperim. Sci. affini 20, 82 [1915]. 

1M. R.Stetten u. D. Stetten, jr., J. biol. Chemistry 187, 241 [1950]. 
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Wie die Tabelle zeigt, fanden wir nach Verabreichung von Calcium- 
gluconat eine 3- (Hauptperiode) bis 4fache (Nachperiode) Erhéhung der 
FDS im Urin. Bemerkenswert war auch die stark vermehrte Bernstein- 
siiure-Ausscheidung, die nur in der Hauptperiode festzustellen war. 


Ausscheidung von FDS und Bernsteinséure vor und nach oraler Verabreichung 


verschiedener Substanzen und in einem Fall von Alkaptonurie. 






































Ausgesch. Saéure 
Versuchs- Testede Harn- | Verabr. (mg/Tag) 
Substanz person (Ta e) menge Menge 
(Alter) 8 (m1) (g) Bernst.- ha 
a FDS 
Saure 
Ca-Glucuronat 2 20 J. A (3) 3920 — 0,46 4,0 
B (4) 4445 15 19,43 11,0 
C (3) 4170 - 0,23 16,7 
Galaktose 220J. | A (3) 3368 : 0,8 5,5 
B (4) 5150 60 16,7 0,9 
© (3) 2220 oa 0,26 6,7 
3 55d A (5) 3526 sei 0,1 2,9 
B (5) 477: 30 23,2 6,74 
3 55 I B (6) 5120 90 0,3 3,58 
Inosit 3 55d A (4) 4420 — — Bs 
B (5) 5566 20 17,2 
Borneol 3 55 J. A (5) 4885 — 8,6 
B (5) 6047 1 — Ol 
C (5) 5180 = 0,4 8,0 
Menthol 3 55S A (5) 4655 —- — 2,7 
B (5) 4805 0,8** = 11,63 
C (4) 3300 “an 2,5 8,2 
3 26 J. A (5) 7584 —- 0,44 3,8 
B (5) 9976 g** ons 4,4 
C (4) 6595 — — 2,5 
2 30d. A (3) 3420 = 0,29 7,63 
B (4) 4110 6 fed 4,5 
C (4) 2460 —- 7,2 4,5 
Na-Salicylat 3 55 J. A (3) 3129 — 1,03 4,4 
B (3) 2959 20 as a 
Alkaptonurie 3 45 J. A (5) 4000 — — 


* 2,5 g Rohrzucker. 








** 18 ¢ Glucose. 














Weitzel! berichtete iiber eine 10fache Vermehrung der Bernsteinsiure im 


Harn nach achttigiger Verabreichung von 250 g Glucose pro 


Tag; im Fall des 


Calciumgluconats, das langsamer als Glucose assimiliert wird, betrug die Er- 
héhung sogar das 50fache. 





12 G. Weitzel, diese Z. 282, 174 [1947]. 
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2. Verabreichung von Galaktose 

Alimentire Glykosurie kann erzeugt werden durch Gabe von 150 
bis 180g Glucose, 120—150g Fructose, 150—200g Rohrzucker oder 
120 g Lactose: die gleiche Wirkung ist jedoch schon durch wenig mehr 
als 20g Galaktose zu erreichen. Diese wird also im Organismus nur 
langsam abgebaut. 

Durch Galakturonsiiure wurde die im Harn ausgeschiedene Menge 
an FDS beim Menschen erh6ht*; wir untersuchten nun die Wirkung 
verschiedener Mengen Galaktose. Im ersten Versuch wurde sogar eine 
Abnahme, in den beiden anderen keine bedeutende Zunahme der FDS 
gefunden. Daraus ist zu schlieBen, daf Galaktose auf einem anderen 
Weg abgebaut wird als Galakturonsiure; letztere ist daher als Zwischen- 
produkt auszuschlieBen. 

Bemerkenswert ist wieder die starke Vermehrung der Bernsteinsiure im 
Harn, die in den ersten beiden Versuchen auftrat. Das dritte Experiment wurde 
gleich anschlieBend an das zweite bei der gleichen Person angestellt; daB hierbei 


keine Erhéhung der Bernsteinséure auftrat, laBt sich vielleicht durch Gewohnung 
des Organismus zur Assimilation von Galaktose erklaren. 


3. Verabreichung von Mesoinosit 
Bei der Assimilation von Inosit ist die Bildung von Glucuronsiure 
als Zwischenstufe denkbar, wodurch eine erhédhte FDS-Ausscheidung 
zustande kommen miiBte. Unser Versuch zeigte tatsichlich eine Ver- 
mehrung der FDS auf das 5fache des Ausgangswertes; das Ergebnis 
ist deshalb mit der Hypothese einer intermediéren Glucuronsiure- 
Bildung vereinbar. 


4. Verabreichung glucuronidbildender Substanzen 

Da alle bisherigen Versuche fiir die Hypothese sprechen, daB Glu- 
curonsiiure als Muttersubstanz der FDS fungiert, war zu erwarten, dab 
Verbindungen, die als Glucuronide ausgeschieden werden, die Bildung 
von FDS vermindern. 

Verabreichtes Borneol wird beim Menschen innerhalb von 10 bis 
24 Stdn. zu 80—94°%, als Glucuronid wieder ausgeschieden!%. Wir gaben 
deshalb einer, Versuchsperson, iiber einen Zeitraum von 5 Tagen verteilt, 
1g Borneol und fanden wiihrend dieser Zeit keine FDS im Harn, in 
der Vor- und Nachperiode dagegen jeweils 8—9 mg FDS/Tag. Dieser 
Versuch befindet sich deshalb ebenfalls in Einklang mit der genannten 
Hypothese. 


Beriicksichtigt man, daB bei einer Dosis von 2 g Borneol pro Tag etwa 80 
bis 94°, der verabreichten Menge an Glucuronsaure gebunden werden!*, so ist 


13 J. Hiamalainen u. 8. Sjéstrém, Skand. Arch. Physiol. 24, 113 [1911]; 
J. Pryde u. R. T. Williams, Biochem. J. 30, 799 [1936]; H. Wagreich, A. 
Bernstein, M. Pader u. B. Harrow, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 46, 582 [1941]; 
R. Ottenberg, H. Wagreich, A. Bernstein u. B. Harrow, Arch. Biochem- 
istry 2, 63 [1943]. 
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anzunehmen, da der Kérper je nach Menge und Toxizitét der Substanz mehr 
oder weniger Glucuronséure produziert. Es ist deshalb nicht nétig, daB im Orga- 
nismus immer eine hohe Glucuronsaiurekonzentration vorliegt, wenn die Um- 
wandlung von Glucose oder Glykogen zu Glucuronséure rasch ablaufen kann. 

Nach Quick! ist der Prozentsatz von L-Menthol, das als Glu- 
curonid im Kaninchenharn ausgeschieden wird, abhiingig von der ver- 
abreichten Menge: je gréBer die Dosis, um so kleiner war der gebundene 
Anteil; die Fahigkeit des Kaninchens, Menthol an Glucuronsiiure zu 
binden, ist also begrenzt. 

2s war nun zu priifen, ob auch Menthol beim Menschen ein Ver- 
schwinden der FDS aus dem Harn bewirkt. Dieser Versuch war schon 
friiher von Bernhard” ausgefiihrt worden und das Ergebnis sprach fiir 
die Hypothese; wir wiederholten ihn nun mit der bei uns bewéhrten 
FDS-Bestimmungsmethode und erhielten je nach der verabreichten 
Menge verschiedene Ergebnisse. 

Bei Gabe von 0,8g Menthol mit 8g Glucose wihrend 4+ Tagen 
wurde die ausgeschiedene FDS auf das 4fache erhéht. Dieser Anstieg 
kénnte durch die Annahme erklirt werden, daB der Kérper bei Anwesen- 
heit geringer Mengen Menthol mehr Glucuronsiiure produziert, als zur 
Bindung der toxischen Substanz notwendig ist. 


Wurden dagegen 8g Menthol mit 8g Glucose bzw. 6g Menthol 
allein wihrend 4 Tagen gegeben, so blieb die FDS-Ausscheidung inner- 
halb der iiblichen Schwankungen wiihrend Vor-, Haupt- und Nach- 
periode konstant. 

Ferner verabreichten wir das Na-Salz der Salicylsiure, die eben- 
falls im Organismus an Glucuronsiiure gebunden wird!*; dabei ver- 
schwand wie bei der Borneol-Gabe FDS aus dem Harn. Auch Salicylat 
wurde in groBer Dosis gegeben (10 g/Tag). 

Aus unseren Versuchen kann man schlie8en, daf{ Borneol und Sali- 
eylat stiirker toxisch wirken als Menthol. 


5. Harnuntersuchung bei Alkaptonurie 


Da uns ein Fall von Alkaptonurie zur Verfiigung stand, priiften 
wir den Urin auf seinen FDS-Gehalt. Das Ergebnis war negativ. Es ist 
anzunehmen, da Homogentisinsiure als phenolische Substanz ebenfalls 
Glucuronsiiure bindet, die wir auf Grund obiger Versuche als Mutter- 
substanz der FDS ansehen. 


M4 A. J.Quick, J. biol. Chemistry 61, 679 [1924]. 

1 B. Flaschentrager u. K. Bernhard, Verh. Schweiz. Physiol. Januar 
(1941 ]. 
1© A, Baldoni, Jber. Tierchem. 35, 125 [1905]; C. Newberg, Berliner Klin. 
Wschr. 48, 798 [1911]; A. J. Quick, J. biol. Chemistry 96, 83 [1932]; E. M. Kapp 
u. A. F.Coburn, ebenda 145, 549 [1942]; G. Gronheim, J. Wiland u. M. Ehr- 
lich, J. Amer. pharmac. Assoc. 38, 451 [1949]. 
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Zusammenfassung 


Stoffwechselexperimente zeigen, da Glucuronsiiure héchstwahr- 
scheinlich die Muttersubstanz der Furandicarbonsiure-(2.5) ist, welche 
normalerweise im Harn erwachsener Menschen vorhanden ist. 

Verabreichtes Calciumgluconat oder Mesoinosit bewirken einen 3- 
bis 4fachen Anstieg der Furandicarbonsiure-(2.5) im Harn, wihrend 
nach Gabe von Galaktose oder Menthol die Siure innerhalb normaler 
Werte ausgeschieden wurde. 

Borneol und Natriumsalicylat verursachten das Verschwinden der 
Furandicarbonsiiure-(2.5) aus dem Harn. Im Urin eines Mannes mit 
Alkaptonurie war die Siiure ebenfalls nicht vorhanden. 

Bei Gabe von Calciumgluconat oder Galaktose war die Bernstein- 
siiure-Ausscheidung etwa auf das 50fache erhoht. 


Summary 

Metabolic experiments have shown that furan-2,5-dicarboxylic 
acid, which is normally present in adult human urine, is most probably 
derived from glucuronic acid. 

Ingestion for calcium gluconate and meso-inositol caused a 3—4 fold 
increase in the average value of excreted furan-2,5-dicarboxylic acid. 

In metabolic experiments with galactose and menthol, the amount 
of acid excreted was within normal limits. 

Ingestion of borneol and sodium salicylate caused the disappearance 
of furan-2,5-dicarboxylic acid from urine. The acid was also absent from 
the urine of a male patient with alkaptonuria. 

There was a marked increase, about 50-fold, in the excretion of 
succinic acid after the ingestion of either calcium gluconate or galactose. 


Frau Dr. S. M. Abdel Wahhab, 11 Boulos Hanna Street Dokki, Kairo, Agypt. 
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Uber die Phosphatide und Glykolipide 
eines Netzhaut-Lipoidextraktes aus Schweineaugen, I 
Von 


L. Hérhammer, H. Wagner und P. Wolff 


Aus dem Institut fiir Pharmazeutische Arzneimittellehre der Universitat Miinchen 
Direktor: Prof. Dr. L. Hérhammer 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Dezember 1959) 


Herrn Professor Dr. Dr. K.W. Merz, Freiburg, zum 60. Geburtstag gewidmet 


Die Gesamtlipoidmenge der Rindernetzhaut betriigt etwa 2,3 bis 
3.4% des Frischgewichtes und 20—30°% des Trockengewichtes'—*. Da- 
von sollen nach Krause? die Phosphatide mit 70° den Hauptteil 
an den Netzhautlipoiden bilden, so daB man, um 1 g Rohphosphatide 
zu erhalten, rund 40g Netzhiute oder 225 Rinderaugen bendtigt. 


Gefunden wurden bisher Lecithin, Kephalin, Sphingomyelin, Cere- 
brosid und Cholesterin. D’ Asaro und Mitarbeiter‘ ergiinzen diese An- 
gaben durch die Prozentwerte fiir Gesamtmenge an cholinhaltigen Phos- 
phatiden (51%) und Fettsiuren (82%) und kommen zu der Feststel- 
lung, daB das Cholesterin nur in freier Form vorliegt. Andere Arbeiten 
beschiiftigten sich mit der Frage der Lipoidverteilung in der Rinder- 
netzhaut. So geben Collins und Mitarbeiter® an, daB die AuBenglieder 
der Sehzellen wesentlich mehr- Phosphatide, etwa 30°, ihres Trocken- 
gewichtes, enthalten als die Innenglieder. Dies wird von Francis® 
durch histochemische Untersuchungen bestiitigt, bei denen aufterdem 
die Beobachtung gemacht wurde, daB sich die Ellipsoide durch einen 
hohen Lecithingehalt auszeichnen. Cholesterin soll hauptsichlich in der 
inneren Plexiformen-Schicht enthalten sein, wiihrend sich die Glykoli- 
pide bevorzugt in den Riesenzellen der Ganglienzellschicht nachweisen 
lassen. 

Ausgangsmaterial fiir die vorliegenden Untersuchungen bildeten 
40g eines durch Aceton-Ather-Athanol-Extraktion gewonnenen Ge- 
samtlipoidextraktes aus den Netzhiuten von 9000 Schweineaugen, der 
uns von der Firma Etapharm, Wien, zur Verfiigung gestellt wurde. 
Sein mittlerer Phosphatidgehalt betrug 78°). 


1 A. Cahn, diese Z. 5, 213 [1881]. 

2 A.C. Krause, Acta ophthalmol. [Copenhagen] 12, 372 [1934]. 

3 P. J. Leinfelder u. P. W.Salit, Amer. J. Ophthalmol. 17, 1619 [1934]. 

4 B.S. D’Asaro, R.G. Young u. H.H. Williams, A. M. A. Arch, Oph- 
thalmol. 51, 596 [1954]. 

5 F. D. Collins, R. M. Love u. R. A. Morton, Biochem. J. 51, 669 [1952]. 

6 ©.M.Francis, Med. Coll. Trivandrum India J. Comp. Neur. 108, 355 | 19551. 
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Der Extrakt wurde zuniichst papierchromatographisch mit 
Hilfe von Testsubstanzen und durch Behandeln mit verschiedenen 
Lipoid-Fiirbereagenzien auf seine qualitative Zusammensetzung hin 
untersucht. Ohne Vorfraktionierung gelang damit auf einem mit Form- 
aldehyd impriignierten Papier’ im System Butanol/Eisessig/Wasser 
4:1:5 aufsteigend der Nachweis von Phosphatidylcholin (Lecithin), 
Phosphatidylithanolamin (Colaminkephalin), Phosphatidylserin (Serin- 
kephalin) und Monophosphoinositid (Abb. 1). Beziiglich der Mengen- 


i 
1 
Abb. 1. Papierchromatogramm von Netzhaut- 
lipoidgesamtextrakt (links), Netzhautphosphatid- 


2 @ Folch-II-Fraktion (in der Mitte) und Phosphatidy]- 
 ] serin-Monophosphoinositid-Gemisch aus Rinderhirn 

3 ry (rechts) in Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5; Anfarbe- 
@ reagenz: 0,1proz. Nilblaulésung. 


Phosphatidylcholin, Phosphatidylathanolamin, 
: Sphingomyelin - Cerebrosid-Gemisch ; 

2 = Phosphatidylserin ; 

3 = Monophosphoinositid ; 

4 = Gangliosid bzw. Diphosphoinositid. 


Die Lésungsmittelfront ist auf dieser und den 
t folgenden Abbildungen nicht sichtbar. 


verhiltnisse war bereits hieraus abzuleiten, da der Lipoidextrakt 
wesentlich mehr Phosphatidylserin als Monophosphoinositid enthielt 
und darin gut mit einem in gleicher Weise hergestellten Gehirnlipoid- 
extrakt iibereinstimmt. Bekanntlich ist das Rinderhirn durch einen so 
geringen Gehalt an Monophosphoinositid ausgezeichnet, daB dieses lange 
Zeit dem Nachweis entgangen war und von uns erst mit Hilfe eines 
neuen papierchromatographischen Verfahrens sichtbar gemacht und an- 
schlieBend durch hochstufige Craig-Verteilung isoliert werden konnte®. 
Die in dem Chromatogramm zusiitzlich noch auftretenden Farbflecke 
im Ry-Bereich 0,35—0.38 waren, da Gangliosid und Diphosphoinositid 
in diesem System nur schwer unterschieden werden kénnen, auf papier- 
chromatographischem Wege allein nicht mehr zu charakterisieren. Der 
positive Neuraminsiiuretest in einer aus frischen Netzhiiuten gewonne- 
nen iitherunléslichen Fraktion und die weitere Aufarbeitung einer Folch- 
I-Fraktion ergaben aber, daB sowohl Gangliosid als auch Diphos- 
phoinositid anwesend sein miissen. Allerdings diirfte der Gehalt an 

7 L. Hdrhammer, H. Wagner u. G. Richter, Biochem. Z. 331, 155 [1959]. 
8 L. Horhammer, H. Wagner u. J. Hélzl, Biochem. Z. 830, 591 [1958]. 
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beiden Verbindungen im Gesamtextrakt nicht mehr als 2°, betragen. 
Zin Gehirngesamtlipoidextrakt besitzt, damit verglichen, einen min- 
destens fiinf- bis zehnfach gréBeren Anteil an Diphosphoinositid. Nach- 
dem die Netzhaut entwicklungsgeschichtlich der grauen Hirnsubstanz 
entspricht, diese aber im Gegensatz zur weiBen Hirnsubstanz kein 
Diphosphoinositid enthilt, kann man in dem auBerst geringen Di- 
phosphoinositidgehalt der Netzhaut auch hinsichtlich der qualitativen 
Phosphatidzusammensetzung eine gewisse Analogie erkennen, wenn man 
zudem in Betracht zieht, daB die Priiparation der Netzhaut sehr leicht 
zu einer Verunreinigung durch Teile des zur weiBen Hirnsubstanz ge- 
hérigen Fasciculus opticus (Sehnerv) fiihren kann. 

Zum Nachweis von Sphingomyelin und Cerebrosiden wurde 
der Gesamtlipoidextrakt nach McKibbin und Tay lor ® alkalisch hydro- 
lysiert und die Lésung nach dem Konzentrieren wiederum auf Formal- 
dehyd-Chromatogrammpapier, diesmal im System 20 Tle. Pyridin/Bu- 
tanol/Wasser 7:25:25 + 5 Tle. Dibutyliither!® chromatographiert. Wie 
aus Abb. 2 hervorgeht, herrscht Ubereinstimmung mit den mitgelaufe- 


L 
Abb. 2. Papierchromatographie von as geal 1 
synthet. Lecithin (links), Netzhaut- 


gesamtlipoidextrakt nach Alkalihy- 
drolyse (in der Mitte) und Sphingo- 
myelin aus Rinderhirn (rechts) im Sy- @ 2 
stem: 20 Tle. Pyridin/Eutanol/Wasser 2 
7:25:25 + 5 Tle. Dibutylather. An- q 
firbereagenz: 0,lproz. Nilbiaulésung. 3 
1 = Cerebrosidgemisch ; 
2 = Lecithin; . } 
3 = Sphingomyelin. 


Abb. 3. Netzhautlipoidgesamtextrakt 

(links) und Cerebrosid aus Rinderhirn 

(rechts). Chromatographie wie bei 
Abb. 2 angegeben. 


1 Cerebrosid; 

2 = Phosphatidylcholin - Phosphati- 
dylathanolamin, Sphingomyelin- . — 
gemisch. ’ 


Abb. 2 Abb. 3 


nen Testsubstanzen Cerebrosid und Sphingomyelin aus Rinderhirn. Der 
Nachweis des Cerebrosids gelingt auch aus dem unbehandelten Extrakt 
(Abb. 3). Nicht entschieden werden konnte ohne weitere Fraktionie- 
rung, ob in der Netzhaut neben dem iiblicherweise aus Kerasin, Phre- 
nosin, Nervon und Oxynervon bestehenden Cerebrosidgemisch auch die 
analogen Schwefelsiureester vorkommen. 


9 J.M. McKibbin u. W. E. Taylor, J. biol. Chemistry 178, 29 [1949]. 
10 L. H6rhammer, H. Wagner u. 8S. Wieland, in Vorbereitung. 
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Zur Ermittlung der quantitativen Zusammensetzung des Extrak- 
tes wurden Phosphor-, Stickstoff-, Cholin- und Galaktosebestimmungen 
durchgefiihrt. Den Gehalt an Monophosphoinositid, Phosphatidylserin 
und Colaminkephalin einschlieBlich der cholinhaltigen Phosphatide 
bestimmten wir zusitzlich in der Weise, daB wir den Gesamtlipoid- 
extrakt nach dem oben erwihnten Verfahren (vgl. Abb. 1) durch ab- 
steigende Chromatographie auftrennten, die Chromatogramme mit Nil- 
blaulésung anfiirbten und die Flecke 1 (Lecithin, Colaminkephalin und 
Sphingomyelin), 2 (Phosphatidylserin) und 3 (Monophosphoinositid) 
nach Elution und Veraschung zur kolorimetrischen Phosphorbestimmung 
brachten. Der Cerebrosidgehalt errechnete sich aus der Differenz von 
freier und nach Hydrolyse gefundener Galaktosemenge. Da nur Spuren 
von Gangliosid im Extrakt enthalten sind, wird die tatsiichliche Cere- 
brosidmenge etwas unter diesem Wert liegen. Der Anteil an Diphos- 
phoinositid wurde nur durch den papierchromatographischen Vergleich 
mit einem Gehirnlipoidextrakt geschiitzt. Die Tabelle zeigt die erhal- 
tenen Werte. 

Zusammensetzung des Gesamtlipoidextraktes aus der Schweinenetzhaut. 




















Substanz A Substanz % 

Cholinphosphatide (Leci- Phosphatid- bzw. Glykoli- 

thin u. Sphingomyelin) . ~39,0 pidanteil (exp.) . . ~78,0 
Colaminkephalin. . . . . ~18,0 | Cholesterin und Neutralfett ~22,0 
Serinkephalin . . . .. . ~ 6,5 | Gesamtfettsduren . .. . 47,7 
Monophosphoinositid . cies ~ 2,0 | Gesattigte Fettsiuren . . 26,8 
Cerebroside ....... ~ 65 Ungesattigte Fettsiuren . 20,9 
Diphosphoinositid . . . . < 130 Unverseifbarer Anteil . . 10,7 
Gangliosid ....... < 10 


Zusammengerechnet ergibt sich fiir den analysierten Extrakt ein- 
schlieBlich der Cerebroside ein Wert von 73% Phosphatid- und Glyko- 
lipidanteil (experimentell gef. 78°). Da man fiir den Neutralfett- und 
Cholesterinanteil 22° ermittelt, miissen in dem Extrakt noch andere 
bisher nicht identifizierte Verbindungen enthalten sein. 

Der Anteil an Fettsaiuren betrigt rund 48%. Davon entfallen 
26,8°% auf die gesittigten und 20,9 auf die ungesiittigten Fettsiuren. 
Dieses Verhiiltnis verschiebt sich beim Phosphatidanteil zugunsten der 
ungesittigten Fettsiuren. Qualitativ ergaben die nach Alkaliisomerisie- 
rung aufgenommenen UV-Spektren der Gesamtfettsiuren (Abb. 4) und 
einer Fraktion mit vorwiegend ungesiittigten Fettsiuren das Vorliegen 
von Dien-, Trien-, Tetraen-, Pentaen- und Hexaensauren. 
Davon wurde der durch Tiefkiihlkristallisation bei —70° erhaltene 
Anteil hochungesittigter Fettsiuren (Abb. 5) einer 110stufigen Craig- 
Verteilung im System Ameisensiure (S85proz.)/Aceton (98proz.)/Benzin 
1:6:8 unterworfen und eine Fraktion erhalten, die neben geringen 
Mengen Dien- und Triensiuren der C,,.-Reihe auf Grund der bei 300, 
315, 345 und 375 my auftretenden Maxima im UV-Spektrum nach der 
Alkaliisomerisierung die Hauptmenge an Tetraen-, Pentaen- und 
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Abb. 4. UV-Spektrum der isomerisierten Gesamtfettsiuren aus dem Netzhaut- 
Gesamtlipoidextrakt. 
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Abb. 5. UV-Spektrum der isomerisierten Fettsauren der nach Tiefkiihlkristallisa- 
tion gewonnenen Fraktion VI. 


Hexaensiiuren enthielt. Die H ydrierung lieferte neben geringen Mengen 
Palmitinsiure Stearin-, Arachin- und Behensaure. Da sich 
das Fettsiuregemisch vor der Hydrierung papierchromatographisch 
und durch Craig-Verteilung nicht mehr weiter auftrennen lieB, muB es 
mindestens zu einem GroBteil als sogenanntes kritisches Fettsiure- 
gemisch vorgelegen haben, in dem die Tetraensiuren der C,,- oder Cyo- 
Reihe, die Pentaensiuren der C,,- und die Hexaensiuren der C,,-Reihe 
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angehort haben kénnten. Uber die prozentuale Verteilung und Struktur 


der einzelnen Polyensiuren berichten wir in einer weiteren Mitteilung. 


Um zu erfahren, in welchen Phosphatiden sich diese Polyensiuren 


bevorzugt finden, wurde der Gesamtlipoidextrakt nach Entfernung der 


Neutralfette und des Cholesterins auf Lecithin und Kephalin hin auf- 
gearbeitet. Reines Lecithin wurde in einer Menge von 1,1 g isoliert. 
Auffallend war, daB dieses Lecithin als eine rein weiBbe, an der Luft 
sich nicht veriindernde Substanz anfiel und einen relativ niedrigen .Jod- 
verbrauch aufwies. Der Fettsiureanteil bestand in der Hauptsache aus 
Stearin- und Palmitinsiiure. Dieser Befund war etwas iiberraschend und 
lie8 sich nur damit erkliren, daB bei der Aufarbeitung, sehr wahrschein- 
lich schon bei der Extraktherstellung, ein Teil der ungesittigten Leci- 
thine zerstért wurde*. Bei der Auftrennung der Rohkephalinfraktion 
erhielten wir 500 mg einer Folch-l-Fraktion, 400 mg einer Folch-II- 
Fraktion, 170 mg einer Folch-III-Fraktion, 10 mg einer Folch-V-Frak- 
tion und nur 15 mg reinen Colaminkephalins mit einer Jodzahl von 45,0. 
Da Monophosphoinositid bisher nicht isoliert wurde, kann vorerst 
nur ausgesagt werden, daB sich die Hauptmenge der Polvens aéiuren 
im Kephalinantei! befindet. Die Zunahme der Jodzahl von Folch-] 
nach Folch-III und der Abfall von Folch-VI** wiire allerdings ein 
Hinweis dafiir, daB diese im Serinkephalin lokalisiert sind. 

Interessant war ein Vergleich der [R-Spektren des Netzhaut- 
lipoidextraktes mit solchen aus Rinderhirn und Rinderherzmuskel, da 
die Netzhaut einerseits ihrer Entstehung nach ein Teil der grauen Hirn- 
substanz ist, andererseits aber in der Stoffwechselleistung mit dem 
Herzmuskel Ahnlichkeit besitzt. Der Kurvenverlauf im IR-Spektrum 
des Netzhautlipoidextraktes zeigt namentlich im Bereich der NH-CO- 
Valenz Schwingungen, bei 1280 cm-! (Triglyceride und Cholesterin) und 
in der Intensitéit der fiir Cholinphosphatide und die trans-CH = CH- 
Gruppe typischen Bande bei 970 cm-! bessere Ubereinstimmung mit 
dem eines in gleicher Weise gewonnenen Herzmuskellipoidextraktes als 
mit einem Gehirnlipoidextrakt. Namentlich die Intensitiét der 970 cm-1 
Bande 1liBt nach unseren bisherigen Untersuchungen™ den SchluB zu, 
daf Herzmuskel und Netzhaut im Cholinphosphatid- bzw. Sphingo- 
lipidgehalt weitgehend iibereinstimmen. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir apparative 
Unterstiitzung, dem Fonds der Chemischen Industrie fiir Forschungs- 
beihilfen. Wir sind der Firma Etapharm, Wien, fiir die Bereitstellung der Ex- 
trakte und die damit verbundene grofziigige Férderung der Arbeit zu beson- 
derem Dank verpflichtet. Fiir Assistenz und photographische Arbeiten danken 
wir Fraulein H. Stegmiiller und Fraulein E. Hrhammer. Die Infrarotspektren 
wurden von Herrn Dr. W. Steidle, Fa. Thomae, Biberach (RiB) aufgenommen, 
wofiir wir gleichfalls herzlichst danken. 

1 L. Hérhammer u. H. Wagner, in Vorbereitung. 

* Die Klarung dieser Anomalie wird zur Zeit durch Aufarbeitung frischer 


Netzhaute im eigenen Laboratorium versucht. 
** Vgl. S. 16, Abschn. 10. 
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Beschreibung der Versuche 


. Ausgangsmaterial fiir alle Untersuchungen bildeten 40 g eines Netz- 
haut- Fe a oe der aus frischen Netzhauten durch Aceton/Ather/ 
Athanol-Extraktion in der Kalte gewonnen wurde. Durchse :hnittsgewicht einer 
Netzhaut nach Praparation: 188 mg. Die Netzhaute wurden von Augen frisch 
geschlachteter Schweine prapariert und sofort weiterverarbeitet*. Das Einengen 
der Extrakte erfolgte im Vak. bei 25°. Sie wurden in einem Rundkolben unter 
Stickstoff aufbewahrt und kamen als solche zum Versand. 


2. Prifung auf Neuraminsaure nach Klenk und Langerbeins™: 
Sbst.: 250g Netzhaut-Gesamtlipoidextrakt, 200 mg Gesamtphosphatide, 35 mg 
Atherriickstand, E = 0,56 bei d = 1 cm: 0,045°, Neuraminsiure; Messung im 
ZeiB-Spektralphotometer. 


3. Quantitative Bestimmungen 

a) Die Stickstoff-Bestimmung des Gesamt-Lipoidextraktes erfolgte nach 
einer modifizierten Mikro-Kjeldal-Methode der Firma Boehringer, Tutzing, mit 
0,ln Borséurelésung (fiir Puffergemische nach Sérensen, Merck Nr. 166) zur 
Beschickung der Vorlage mit einem Mischindikator, bestehend aus 2 Tln. einer 
0,lproz. alkohol. Methylrotlésung und 1 TI. einer 0,1proz. alkohol. Methylenblau- 
losung. Gef.: 1,24° (1,12%) N. 


b) Der Phosphor-Gehalt des Gesamt-Lipoidextraktes wurde nach einer 
Vorschrift der Firma Boehringer, Tutzing, bestimmt. Messung im ZeiB-Spektral- 
photometer bei 580 mu. Gef.: 2,23°%, (2,55) P. 

Die Bestimmung von P in Micuniihaaphasineaitie, Serinkephalin und Lecithin- 
Colaminkephalin-Sphingomyelin-Gemisch erfolgte nach papierchromatographischer 
Auftrennung des Gesamt-Lipoidextraktes auf Formaldehydpapier im System 
Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5 absteigend. Laufzeit 12—16 Stdn. Anfarbe- 
reagenz: 0,1proz. Nilblaul6sung. Aufgetragene Extraktmengen: 200 y, 1500 y und 
2500 y. Zur Bestimmung kamen Fleck 1 der 200-y-Auftragung, der Serin- Kephalin- 
Fleck 2 der 1500- y-Auftragung und der Monophosphoinositid- Fleck der 2500-y- 
Auftragung (vgl. Abb. 1). Die im Rechteck zu 5 x 2,5cm bzw. 3 x 4 cm ausge- 
schnittenen Papierflecke wurden mit 5 ml Chloroform/Methanol 1:1 1 Stde. unter 
RiickfluB eluiert und nach Lowry und Mitarbeitern' mit Perchlorsiure-Schwefel- 
siure-Gemisch verascht. Phosphatbestimmung nach Martin und Doty". Mes- 
sung bei 625 mu im ZeiB-Spektralphotometer bei d = 1 cm; Verd. 5/2,5 ml. 


Fleck 1 200 y E = 0,22, entspr. 4,4 y P = 56,8%, * 
Fleck 2 1500 y E = 0,20, entspr. 4,0 y P = 6,45%, ** 
Fleck 3 2500 y E = 0,10, entspr. 2,0» P= 2,10%, * 
* Mol.-Gew. fiir Berechnung = 800. 
** Mol -Gew. fiir Berechnung = 750. 
ce) Jodzahlbestimmung nach dem Halbmikroverfahren von Kaufmann 
(D.G.F.+ Einheitsmethode C-V 11c¢ [53]). Gef.: JZ = 127,8 (114,0). 


d) Cholinbestimmung nach Collins und Wheeldon?!®, modifiziert: 
Messung mit dem ZeiB-Spektralphotometer bei 630 mu und d = 1 cm. Cholin- 
phosphomolybdat-Eichkurve: 0,32 mg = 0,20 £; 0,60 mg = 0,915 E. Gef.: 4,92°, 
C holin. 


gE Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 270, 185 [1941]. 

13 OQ. H. Lowry, N. R. Roberts, K. Y. Leiner, Mei-Ling Wuu. A.Farr, 
J. biol. Chemistry 207, 1 [1954]. 

“4 J.B. Martin u. D. M. Doty, Analytic. Chem. 21, 965 [1949]. 

15 F.D. Collins u. L. W. Wheeldon, Biochem. J. 70, 43 [1958]. 
* [Industrieverfahren. 
+ Deutsche Gesellschaft fiir Fettwissenschaft. 
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e) Galaktosebestimmung nach Mallow, McKibbin und Robb?*: nach 
Hydrolyse gef.:2,68°,, Gesamt-Galaktose; unhydrolysiert gef.: 1,18% freie Galak- 
tose. Demnach Galaktose gebunden: 1,50°,. 

f) Plasmalbestimmung nach Feulgen und Mitarbeitern””, modifiziert 
nach Klenk: 0,1 ml (24,0 mg Sbst./25 ml Kisessig), H = 0,24 nach Hydrolyse, 
Verdiinnung 1:6,5; 17,1°%, Gesamt-Plasmal. 0,1 ml (24,0 mg Sbst./25 ml Eisessig), 
EH =0,17 nicht hydrolysiert, Verdiinnung 1:4; 7,45°; freies Plasmal, demnach 
Plasmal gebunden: 9,65°,. 

g) Gesamt-Fettsaiuren nach D.G.F.: gef. Mittelwert 47,79%. Gesattigte 
Fettsauren nach D.G.F.-C-IIL7 (53): 26,8%, demnach 20,99% ungesattigte 
Fettsaiuren. Bestimmung des Unverseifbaren nach D.G.F.: gef. Mittelwert: 
10,76%. Phosphatidbestimmung nach Bloor}!8: 502 (771) mg Sbst. in 5 ml 
Petrolither gelést und mit dem 7fachen Uberschu8 an Aceton und 2 Tropfen einer 
gesitt. alkohol. Magnesiumchloridlésung versetzt. Nach 2stdg. Stehenlassen in der 
Kiihltruhe und weiteren 24 Stdn. im Kisschrank wird dekantiert und der Riick- 
stand iiber Schwefelsiure getrocknet. Auswaagen: 393 (602) mg, entspr. 78,2 
(78,0) %. 

4. Qualitative Papierchromatographie: Die Priifung auf Esterphos- 
phatide erfolgte auf- und absteigend im System Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5 
nach Hérhammer und Mitarbeitern’. Die aufgetragenen in Chloroform gelésten 
Substanzmengen betrugen zwischen 100 und 200 y. Ry-Werte nach der aufstei- 
genden Methode: Lecithin bzw. Colaminkephalin 0,79; Phosphatidylserin 0,57; 
Monophosphoinositid 0,48 und Gangliosid bzw. Diphosphoinositid 0,35 —0,38. Zum 
Nachweis der Sphingolipide wurden entsprechende Extraktmengen (50— 100mg) nach 
McKibbin und Taylor® mit In KOH 24 Stdn. bei 37° hydrolysiert, anschlieBend 
die Lésung neutralisiert und die Lésung nach Konzentrierung zur Chromatographie 
verwendet. Aufgetragene Mengen etwa 50—100 y. a Chromatographie 
im System 20 Tle. Pyridin/Butanol/Wasser 7: 25:25 +5 Tle. Dibutylather. An- 
farbereagenzien: lproz. Phosphomolybdansaurelésung, "Chie. Rhodamin-B- 
Lésung und 0,1 proz. Nilblaulésung. Ry-Werte: Synthet. Lecithin 0,64; Sphingo- 
myelin aus Netzhaut und Rinderhirn 0,57; Cerebrosidgemisch aus Netzhaut und 
Rinderhirn 0,86—0,88. 


5. Priifung auf Anwesenheit von Diphosphoinositid nach Hélzl': 
2,6 g des Netzhaut-Gesamtlipoidextraktes wurden im System Petrolather (Sdp. 
90—100°)/Methanol (99,5proz.) 3:2 im Scheidetrichter iiber 5 Stufen mit bewegter 
Unterphase verteilt (Ober- und Unterphase je 100 ml). In der gleichen Weise 
wurden etwa 0,5 g einer Folch-I-Fraktion behandelt. In der Unterphase von Glas 5 
wurde durch Chromatographie auf Formaldehydpapier in Butanol/Eisessig/Wasser 
4:1:5 ein P-haltiges Lipoid von Ry 0,38 nachgewiesen, das in Laufhéhe und sei- 
nem fairberischen Verhalten mit dem friiher beschriebenen Diphosphoinositid X, 
aus Rinderhirn iibereinstimmt. 





6. Fettsiureisomerisierung: 5g des Netzhaut-Gesamtlipoidextraktes 
wurden nacli Wintersberger?! mit 1,25 g Ascorbinséure und einer zur Lésung 
ausreichenden Menge Kalilauge (15°/, KOH in 90proz. Methanol) 4 Stdn. unter 
RiickfluB gekocht. Nach dem Verdiinnen mit der doppelten Menge Wasser wird 
der unverseifbare Anteil 3mal mit gleichen Teilen Petrolither abgetrennt, die ver- 
einigten Petrolatherausziige einmal mit Wasser zuriickgeschiittelt und anschlieBend 


16 §. Mallow, J.M. McKibbin u. J. 8. Robb, J. biol. Chemistry 201, 825 
[1953]. 

17 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 

18 W.R. Bloor, J. biol. Chemistry 82, 273 [1929]. 

19 L. Horhammer, J. Hélzl u. H. Wiedemann, in Vorbereitung. 

20 L.Hérhammer, H.Wagner und J.H6Izl, Biochem. Z. 382, 269 [1960]. 

21 L. H6rhammer, F. Winterberger u. H. Wagner, Arch. Pharmaz. Ber. 
dtsch. pharmaz. Ges. 292/64, 545 [1959]. 
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die Fettsiuren aus der waBr.-methanol. Lésung, die mit verdiinnter Salzsiure auf 
pu 2,0 angesiuert worden war, durch Ausschiitteln mit gleichen Teilen peroxyd- 
freiem Ather gewonnen. Die ather. Ausziige wurden anschlieBend mit Wasser 
siurefrei gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet, der Ather abgedunstet und 
der Riickstand iiber Schwefelsiure getrocknet (Auswaage 4,20 g). Davon wurde 
1 mg des Fettséuregemisches nach einer Vorschrift von Holmann und Burr?** 
mit 1 ml einer 23proz. Kalilauge in Athylenglykol 8 Min. bei 180° auf dem Paraf- 
finbad erhitzt. Hiernach wird sofort abgekiihlt, mit Methanol p.a. auf 50 ml ver- 
diinnt und gegen eine Blindlésung, die Glykol-Kalilauge enthielt und wie der 
Versuchsansatz behandelt worden war, im Zeif-Spektralphotometer im Bereich 
von 220—400 mu in Abstainden von jeweils 5 mu gemessen (s. Abb. 4). 

Ebenfalls der alkalischen Isomerisierung wurden unterworfen 1 mg eines Fett- 
siuregemisches, das als VI. Fraktion durch Tiefkihlfraktionierung in Anlehnung 
an die Methode von Debuch® in folgender Weise aus den Gesamtfettsiuren ge- 
wonnen wurde: Aufnahme des Fettsiuregemisches in 100 ml Aceton und Tief- 
kithlung 

Frakt. I: bei —20° auskrist.: 0,912 g, JZ = 13,4 

Frakt. II: bei —30° auskrist. nach 1 Tag: 0,134 g, JZ = 48,2 

Frakt. III: bei —30° auskrist. nach 2 Tagen: 0,172 g, JZ = 53,9 

Frakt. IV: bei —70° auskrist. nach 1 Tag: 0,502 g 

Frakt. V: bei —70° auskrist. nach 2 Tagen: 0,178 g 

Frakt. VI: bei —70° in Lésg.: 0,969 g, JZ = 154,0 (159,0) 

7. Craig-Verteilung der Frakt. VI: Die Gesamtmenge der Frakt. VI 
(etwa 0,95 g gelbliches Ol) wurde in einer 200stufigen vollautomatischen Apparatur 
von F, A. v. Metzsch im System Ameisensaure (85 proz.)/Aceton (98 proz.)/Benzin 
(Sdp.50,7°) 1:6:8 nach Wintersberger”! iiber 125 Stufen verteilt. Auf Grund 
orientierender Papierchromatographie in Eisessig auf paraffiniertem Papier nach 
Pokorny*‘undSpiteri®® wurden die Elemente in 6 Fraktionen zusammengefaBt 


Elemente O— 40 oxydierte Verunreinigungen 

Elemente 41— 61 vermutlich ungesatt. Fettsiuren der C,9- und C,.-Reihe 

Elemente 63— 67 vermutlich Arachidonsiure und Fettsiuren der Elemente 41 

bis 61 

Elemente 68— 83 wie Elemente 41—61 und 63—67 + Linolensaure C 

Elemente 85—101 vermutlich Arachidonsaure, Linolsiure, Linolensiure und Ol- 
saiure 

Elemente 102—125 Spuren Linolensaure, Linolsaure, Olsaure und geringe Mengen 
einer ungesatt. C,,-Fettsaiure 


8. Untersuchung der Fettsauren 41—61 der Craig-Verteilung: Die 
Elemente 41—61 ergaben nach dem Eindampfen 30 mg eines schwach gelb ge- 
farbten Ols. Fiir die Fettsaureisomerisierung wurden 1,5 mg des iiber Schwefel- 
siure getrockneten Ols wie unter 6. beschrieben isomerisiert. Das Auftreten von 
Maxima bei 375, 345, 315 und 300 my lieB auf das Vorhandensein von Hexaen- 
Pentaen- und Tetraensauren schlieBen, wobei die Tetraensiuren und Pentaen- 
siuren den Hauptteil ausmachen diirften. Die Hydrierung, durchgefiihrt mit 
3 mg des Ols in 5 ml Eisessig (p.a. Merck) und 10 mg Platinoxyd als Katalysator 
in einer geschlossenen Apparatur (Fa. Erich Eydam, Kiel) bei Atmospharendruck 
ergab auf paraffiniertem Papier in Hisessig chromatographiert: Behensaure (Ry 
0,05), Arachinsiure (Ry 0,10), Stearinsiure (Ry 0,16) und wenig Palmitinsaiure 
(Rp 0,34). 

9. Darstellung von Lecithin: 24g Netzhaut-Gesamtlipoidextrakt wur- 
de ‘n zur weitgehenden Abtrennung des Neutralfetts und Cholesterins in Anlehnung 


2 R. T. Holman u. G. 0. Burr, Arch. Biochemistry 19, 474 [1948]. 
23H. Debuch, diese Z. 304, 109 [1956]. 

24 J. Pokorny, Naturwissenschaften 43, 374 [1956]. 

25 J. Spiteri, Bull. Soc. Chim. biol 36, 1355 [1954]. 
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an die Methode von Bloor!® (s. Abschn. 3g) in Petrolather gelést und mit 
Aceton gefallt. Riickstand etwa 18 g Trockengewicht. Weitere Aufarbeitung nach 
Klenk und Gehrmann?*, Nach Passage von 6g Rohlecithin* durch eine Alu- 
miniumoxydsaule (120 g Aluminiumoxyd Merck stand. nach Brockmann) erhielten 
wir 1,1 g einer weiBen, nach Gefriertrocknung sich nicht verandernden Substanz, 
die laut Papierchromatogramm rein und nach IR-Spektrum frei von Sphingo- 
myelin war. Gef.: 2,2% N; 3,56% (3,38°%) P; JZ = 31,5. 


10. Darstellung von Kephalinfraktionen: Die Aufarbeitung der Roh- 
kephalinfraktion, erhalten nach Klenk und Gehrmann®*, erfolgte nach der von 
Folch?’ fiir Rinderhirnkephalin angegebenen Vorschrift*. Es wurden erhalten: 

Folch I: 505mg, JZ = 82,1 
Folch II: 423 mg, JZ = 93.6 
Folch III: 177 mg, JZ = 92,2 
Folch V: 10mg, JZ = 87,6 
Folch VI: 15mg, JZ 44,6 

Als Folch VI bezeichnen wir die nach der V. Folch-Fraktion aus der zuriick- 
bleibenden Lésung mit Alkoholiiberschu8 erhaltene Nachfallung. 

11. [R-Spektren der Gesamtlipoidextrakte von Netzhaut, Herz- 
muskel und Rinderhirn: Die zur Aufnahme verwendeten Extrakte wurden 
zuvor iiber Schwefelsiure getrocknet und in Methylenchlorid als Lésungsmittel 
gemessen. Konzentration fiir alle Extrakte: 60 mg/ml; d = 0,2 mm, Aufnahme- 
gerat Perkin-Elmer. 


Zusammenfassung 


Ein Netzhaut-Gesamtlipoidextrakt aus Schweineaugen wurde qua- 
litativ und quantitativ auf seinen Phosphatid- und Glykolipidgehalt 
hin analysiert. In seiner Zusammensetzung entspricht der Extrakt, 
auch was das Vorkommen von Tetraen-, Pentaen- und Hexaen-Fett- 
siiuren betrifft, einem Lipoidextrakt aus Rinderhirn, wobei in dem 
fast volligen Fehlen von Diphosphoinositid in der Netzhaut eine Ana- 
logie zu der grauen Hirnsubstanz zu sehen ist. Die Analyse des iso- 
lierten Netzhaut-Lecithins und der Kephalin-Fraktionen ergab fiir den 
Kephalinanteil den héchsten Gehalt an Polyenfettsiuren. 


Summary 


A total lipid extract from pig eye retina was analysed qualitatively 
and quantitatively for phosphatides and glycolipids. The extract cor- 
responds, in its composition and in the occurence of tetraenoic, pentaenoic 
and hexaenoic acids, to a lipid extract from beef brain. An analogy to 
the gray substance of the brain may be seen in the almost total ab- 
sence of diphosphoinositide in the retina. Analyses of the isolated lecithin 
of the retina and of the cephalin fraction showed the cephalin fraction 
to contain the highest level of polyenoic acids. 

Prof, Dr. L. Hérhammer, Institut fiir Pharmazeutische Arzneimittellehre, 
Miinchen 2, Karlstr. 29. 

26 KE. Klenk u. G. Gehrmann, diese Z. 292, 110 [1953]. 

27 J. Folch, J. biol. Chemistry 146, 35 [1942]. 

* Leider ging ein Teil der noch gréBere Mengen Lecithin und Colamin- 
kephalin enthaltenden Nachfallungen verloren. 
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Basische Pilzinhaltsstoffe, X' 


Imidazolderivate im Faltentintling, 
Coprinus atramentarius Bull. 
Von 
P. H. List und H. Reith* 
Aus dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitit Wiirzburg 
Direktor: Prof. Dr. R. Dietzel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Januar 1960) 


Vor nunmehr genau 50 Jahren erhielt Ackermann? bei der bak- 
teriellen Zersetzung des Histidins £-Imidazolvyl-dithylamin, das Fiihner® 
Histamin nannte. Im gleichen Versuch konnte er aber auch Imidazolyl- 
propionsiiure, allerdings in wesentlich geringerer Menge, isolieren. Dar- 
aus ergab sich, daB neben dem hauptsichlichen Vorgang einer De- 
carboxylierung auch eine Desaminierung stattgefunden hatte. Spiiter 
fand Raistrick‘’, daB Bakterien der Coli- und Typhus-Gruppen Histi- 
din zu einer ungesiittigten Siiure, der Urocaninsiiure, desaminieren. 

Die Frage, welches die erste Zwischenstufe des Histidinabbaus im 
Siiugetierorganismus sei, wird von verschiedenen Autoren unterschied- 
lich beantwortet (vgl. l.¢.°) und scheint noch nicht zweifelsfrei geklirt 
zu sein. 

Das Vorkommen des Histamins in Pflanzen wurde lange als Folge 
bakterieller Zersetzung angesehen, bis es Werle und Raub® zu _ be- 
weisen gelang, daB intakte Pflanzen Histidin zu decarboxylieren ver- 
moégen. Daf Pflanzenextrakte Histidin nicht decarboxylieren, sondern 
oxydativ desaminieren, hatten zuvor schon GraBmann und Bayerle? 
festgestellt. Werle folgerte aus seinen Versuchen, daf die Decarboxy- 
lierung des Histidins an die lebende Pflanzenzelle gebunden sei. 

Bei unseren Arbeiten iiber basische Inhaltsstoffe héherer Pilze 
hatten wir bisher eine Reihe von Pilzen untersucht, deren biogene 
Amine als Decarboxylierungsprodukte der ebenfalls in den betreffenden 
Pilzen nachgewiesenen Aminosiiuren aufgefaBt werden kénnen. Als Bei- 
spiel sei hier nur der Glimmertintling, Coprinus micaceus Bull., erwiihnt, 

* Auszug aus der Dissertat. H. Reith, Wiirzburg 1959. 

1 TX. Mitteil.: P. H. List u. H. Reith, Arzneimittel-Forsch. 10, 34 [1960]. 

2 Dp. Ackermann, diese Z. 65, 504 [1910]. 

’ D—D. Ackermann, personl. Mitteilung. 

4H. Raistrick, Biochem. J. 11, 71 [1917]. 

5 §. Edlbacher u. M. Neber, diese Z. 224, 261 [1934]; R. L. Wickrema- 
singhe u. B. A. Fry, Biochem. J. 58, 268 [1954]. 

6 KE. Werle u. A. Raub, Biochem. Z. 318, 538 [1948]. 

7 W.GraBmann u. H. Bayerle, Biochem. Z. 268, 220 [1934]. 
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bei dessen Bearbeitung durch List und Hetzel® unter anderem acht 
fliichtige Amine gefunden wurden, deren korrespondierende Amino- 
siuren ebenfalls nachzuweisen waren. Hier und bei dem nahe ver- 
wandten Schopftintling, Coprinus comatus Gray, fand sich auch neben 
Histidin das Histamin. 

Um so iiberraschender war nun, da unter den basischen Inhalts- 
stoffen des zur gleichen Gattung gehérenden Faltentintlings, Coprinus 
atramentarius Bull., nur sehr wenige Amine vorlagen, die sich als ein- 
fache Decarboxylierungsprodukte der zahlreich vorhandenen Amino- 
siuren auffassen lieBen. Wir fanden unter den fliichtigen Aminen nur 
Phenylithylamin und Isoamylamin!. Besonders interessant erschien 
uns die sog. Histidin-Arginin-Fraktion. Wahrend das sonst in Pilzen 
hiufig anzutreffende Histamin fehlte, fanden wir in den Chromato- 
grammen und Pherogrammen (vgl. Abbildung) dieser Fraktion sieben 
diazopositive Flecke, von denen uns zunichst neben Histidin die 
schon in friiheren Arbeiten® gefundene Imidazolylessigsiure be- 
kannt war. 

Zur Identifizierung der anderen Zonen 

@ | wurde die bei zwei Trennungsgiingen jeweils 

oo anfallende Histidin-Arginin-Fraktion auf zwei 
verschiedenen Wegen untersucht. Dabei 
D mmmnmsenon konnten wir Urocaninsaure, Imidazolyl- 
propionsiure und Imidazolylithanol 
nachweisen, die alle wie auch Imidazolyl- 








kG =) ae a: 

essigsiure, erstmals in Pilzen vorkommend 
5 beschrieben werden. 

Schema des Pherogramms der Histidin-Arginin- 
| ae. aan Fraktion (Pyridin/Hisessig/Wasser 9:1:90; pH 6,5; 

340 V; 4'/, Stdn.). 1 = Urocaninsiure, 2 = Imida- 
[, ED zolylessigsiure, 3 = Imidazolylpropionsaure, 4 











unbekannte Substanz, 5 = Histidin, 6 = Imidazolyl- 
athanol, 7 = Tyramin. 


Ferner fanden wir in sehr geringer Menge eine noch unbekannte 
Substanz, dje wir durch Vergleich mit bereits bekannten Histidin- 
abbauprodukten papierchromatographisch zu identifizieren versuchten. 
Vor allem interessierte uns der zuletzt von Kapeller-Adler?® be- 
schriebene Imidazolylacetaldehyd. Wir stellten uns die Verbindung 
durch Oxydation von Histidin mit Natriumhypochlorid dar™, ohne das 
Reaktionsgemisch weiter zu verarbeiten. Wir verglichen es vielmehr 








8 Pp. H. List u. H. Hetzel, Planta medica, im Druck. 

® P. H. List u. H.G. Menssen, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 
292/64, 260 [1959]. 

10 R. Kapeller-Adler u. M. Fletcher, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 338, 1 [1959]. 
11 K, Langheld, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 2360 [1909]. 
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chromatographisch und elektrophoretisch mit unserem unbekannten 
Stoff, konnten jedoch keine Ubereinstimmung mit dem durch positive 
Silberdiamminprobe erkannten Aldehyd oder einem der anderen Oxy- 
dationsprodukte feststellen. 

Hier sei noch bemerkt, daB nach unseren Befunden beim Abbau des Histidins 
nach Langheld!! kein Histamin entsteht, was auch theoretisch kaum méglich 
ist. Im Papierchromatogramm ist dies nicht ganz leicht zu erkennen, doch zeigt 
die Elektrophorese des Reaktionsgemisches, daB alle entstandenen Stoffe weniger 
basisch sein miissen als das wesentlich weiter wandernde Histamin. 

Von der uns unbekannten Verbindung kann nur gesagt werden, 
daB sie auch nicht mit Imidazol, Imidazolylmilchsiiure oder Imidazoly]- 
brenztraubensiure identisch ist, wie vergleichende Untersuchungen ge- 
zeigt haben. 

Auf Grund der sofortigen Konservierung der frischen Pilze in hoch- 
prozentigem Alkohol und der Tatsache, daB wir in zwei Trennungs- 
gingen mit Pilzen verschiedener Provenienz die gleichen Ergebnisse 
erzielten, waren bakterielle Zersetzung des Histidins oder Zufalls- 
ergebnisse ausgeschlossen. 

Da Histamin fehlte und auch sonst nur wenige auf die im Pilz 
nachgewiesenen Aminosiuren zuriickzufiihrende Amine vorlagen, scheint 
Coprinus atramentarius arm an spezifischen Decarboxylasen zu sein. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mittel. 


Beschreibung der Versuche 


Die wie iiblich! erhaitene Histidin-Arginin-Fraktion (vgl. l.c.!) wurde mit 
Flaviansaure bis zur vollstaindigen Fallung versetzt und vom ausgefallenen Argi- 
ninflavianat abfiltriert. Beim Einengen des Filtrates fiel ein hellgelbes Flavianat 
aus, das mit Baryt auf bekannte Weise in die freien Basen zerlegt wurde. Nach 
Elektrophorese (Pyridin/Eisessig/Wasser 9:1:90, pH 6,5; 340 V; 4!/, Stdn.) trat 
neben Arginin (7,8 cm) eine starke diazopositive Zone bei 2,5 cm auf. 

Arginin konnte an Kupfersulfid adsorbiert (vgl. l.c.!°) und damit die zweite 
Substanz in Form groBer Prismen rein erhalten werden. Die Analyse ergab /- 
Imidazolyl-propionsaure. Mit authentischem Material stimmten Schmelz- 
punkt (208°), Ry-Werte (Butanol/Kisessig/Wasser 4:1:1, Rye 0,17; Propanol-(1)/ 
Ameisensiure/Wasser 8:1:1, Ry 0,36) und elektrophoretische Wanderungswege 
iiberein. 

C,H,N,O, (140,1) Ber.: (51,42 H5,75 N 19,99 
Gef.: C 51,84 H6,41 N 20,32 

Das Filtrat der Flavianat-Nachfallung wurde im 2.Gang mit Baryt von 
Flavianséure befreit und nach exakter Beseitigung der Ba*®-Ionen eingeengt. 
Zur Trennung wurde das Gemisch an einer Cellulose-Saule aus Whatman Nr. 1- 
Powder (Standardgrade) mit Propanol-(1)/Ameisensaiure/Wasser 8:1:1 chromato- 
graphiert und 260 Fraktionen zu je 10 mi aufgefangen. Die Saule war mit einem 
Schlauch umwickelt, durch den Wasser von genau 25° aus einem Ultrathermo- 
staten strémte. Die Trennung dauerte 32 Stunden. Die Fraktionen wurden auf 


12 A. Kossel u. F. Kutscher, diese Z. 31, 165 [1900/01]. 
13: N. Thoai u. Y. Robin, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 18, 533 
[1954]. 
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Papier Schleicher & Schiill 2043b Mgl im gleichen Lésungsmittel chromatogra- 
phiert, mit Diazobenzolsulfonsiure bespriiht und dann wie folgt in Gruppen ver- 
einigt : 
Frakt. 1— 39 = Gruppe 1 Frakt. 131—169 = Gruppe 5 
Frakt. 41— 48 = Gruppe 2 Frakt. 170—250 = Gruppe 6 
Frakt. 60— 69 — Gruppe 3 Frakt. 251—260 — verworfen 
Frakt. 70—130 = Gruppe 4 500 ml Nachlauf Gruppe 7 
Die Gruppen 1—7 wurden im Vak. zur Trockne gebracht. 
Chromatographisch und elektrophoretisch ergab sich folgende Zusammen- 
setzung: 
Gruppe |: (sehr wenig Sirup) verworfen; 
Gruppe 2: (kérnig); Tyramin, Urocaninsaéure, Imidazolylathanol, 
Gruppe 3: (Sirup); Urocaninsiure, [midazolylathanol, Imidazolylessigsaure ; 
Gruppe 4: (Sirup); Imidazolylessigsiure, unbekannter Stoff; 
Gruppe 5: (krist.); Imidazolylessigsiure, unbekannter Stoff, Spuren anderer 
Imidazolyl-Basen ; 
Gruppe 6: (Sirup); Spuren Imidazolylessigsiure, Histidin, Imidazolyl- 
propionsaure ; 
Gruppe 7: (Sirup); Spuren Histidin, Imidazolylpropionsaure. 
Die Gruppen 2, 3 und 4 wurden chromatographisch und elektrophoretisch 


mit authent. Material verglichen. 


Laufstrecken der in Gruppen 2, 3 und 4 gefundenen diazopositiven Substanzen 

bei Papierchromatographie in (A) Butanol/Kisessig/Wasser 4:1:5, (B) in Propanol- 

(1)/0,.2n NH,OH 3:1 und (C) bei Elektrophorese in Pyridin/Eisessig/Wasser 
9:1:90, pH 6,5, 340 V, 41/, Stdn. 











A(Rr) | B(Rr) | ( (em) 
Urocaninsfure ......... 0,53 0,29 1,4 (anodisch!) 
Imidazolylithanol ....... | 0,38 0,70 9,0 (kathodisch) 
Imidazolylessigsiure . . . .. . | 0,27 — 1,3. (kathodisch) 
BMPRUUR Ye tee stes) te? Sy hel 6k ww os | 0,54 10,5 (kathodisch) 


Die in reichlichen Mengen vorhandene Gruppe 5 wurde mit Propanol-(1) 
0,2n NH,OH 3:1 erneut an Cellulosepulver chromatographiert und neben einer 
sehr geringen Menge der letzten noch unbekannten Substanz eine Fraktion mit 
schmelzpunktreinem Hydrochlorid der Imidazolylessigsiure erhalten. Ausbeute 
3.2 mg; Schmp. 225°. 

Die Gruppen 6 und 7 wurden in Pyridin-Kisessig-Puffer, py 6,5, auf Karton 
elektrophoreti$ch aufgetrennt; die Zonen wurden eluiert und nach Abtreiben des 
Pyridins bei BaCO,-alkalischer Reaktion zwei Substanzen kristallisiert: Die eine 
erwies sich als Imidazolylpropionsiure; die andere wurde als Pikrolonat isoliert 
und durch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt, sowie elektrophoretisch als 
Histidin identifiziert. 


Zusammenfassung 
Es wird iiber die in der sogenannten Histidin-Arginin-Fraktion von 
Coprinus atramentarius vorliegenden Verbindungen Arginin, Histidin, 
Urocaninsiiure, Imidazolylessigsiiure, Imidazolylpropionsiiure und Imi- 
dazolylithanol berichtet. 
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Summary 
The presence of the compounds arginine, histidine, urocanic acid, 
imidazolyl-acetic acid, imidazolyl propionic acid and imidazolyl-ethanol 
in the so called histidine-arginine-fraction of Coprinus atramentarius 
has been investigated. 


Priv.-Doz. Dr. P. H. List, Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der 


Universitat, Wiirzburg, Koellikerstr. 2. 











Die Bestimmung des Molekulargewichtes 
von 3-Phospho-D-glycerinaldehyd-Dehydrogenase * 


Zur Molekulargewichtsbestimmung in mehrkomponentigen Systemen 


und unter dem EinfluB von Aktivatoren 
Von 


Hans-Georg Elias, Andreas Garbe und Walther Lamprecht 


Aus dem Institut fiir Chemische Technologie und dem Organisch-Chemischen Institut der Tech- 
nischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Januar 1960) 


Die Aktivitit der nach den iiblichen Methoden der Literatur! 
isolierten 3-Phospho-D-glycerinaldehyd-Dehydrogenase ist normaler- 
weise gering. Elédi? gibt jedoch an, daB in der Kilte und unter Ver- 
meidung von Riihren hergestellte PGADH* 80—90% der maximal 
moéglichen Enzymaktivitit auch ohne Zusatz von Aktivatoren auf- 
weist. Als solche Aktivatoren sind bekannt: Cystein’, Glutathion‘, 
Kaliumeyanid® und Athylendiamin-tetraacetat *. 

Uber die Wirkungsweise dieser Aktivatoren herrscht bis jetzt keine 
Ubereinstimmung. Eine gewisse Klirung schienen die kiirzlich ver- 
offentlichten Versuche von Elédi? zu bringen, der fand, daB das 
Molekulargewicht der PGADH bei Zusatz von Kaliumcyanid von 143000 
auf 76500 herabgesetzt wird. Dieser Effekt wurde von ihm so gedeutet. 
daB durch KCN-Zusatz eine Spaltung von Disulfid-Briicken in SH- 
Gruppen auftritt. Der EinfluB dieses Aktivators wire demnach auf ein 
reversibles Gleichgewicht zuriickzufiihren. 

Diese Deutung steht aber im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer 
Autoren. Wie eine Literaturiibersicht iiber die Molekulargewichts-Be- 
stimmungen an PGADH zeigt (Tab. 1), sind diese Versuche fast durch- 
weg unter Zysatz von Aktivatoren ausgefiihrt worden. In keinem Falle 
wurde aber der von Elédi beschriebene Effekt beobachtet. 

* Verwendete Abkiirzungen: PGADH = 3-Phospho-glycerinaldehyd-Dehy- 
drogenase (,,Triosephosphat-Dehydrogenase**), DPN° = Diphosphopyridin-nucleo- 
tid, ADTA = Athylendiamin-tetraacetat. 

1 G. Beisenherz, H. J. Boltze, Th. Biicher, R. Czok, K. H. Garbade, 
E. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 

2 P. Elédi, Acta physiol. Acad. Sci. hung. 18, 199 [1958]. 

3G. T. Cori, M. W. Slein u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 178, 519 [1948]. 

17. Krimsky u. E. Racker, J. biol. Chemistry 198, 731 [1952]; Federat. 
Proc. 18, 245 [1954]. 

5 E.Szoérényi u. P. Elédi, Ukrain. biochem. J. 22, 127 [1950]; P. Elédi 
u. E. Szérényi, Acta physiol. Acad. Sci. hung. 9, 351 [1956]. 
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Tab. 1 zeigt auBerdem, dali auch die Angaben iiber die GréBe des 
Molekulargewichtes der PGADH nicht iibereinstimmen. So werden Werte 
zwischen 120000 und 145000 angegeben. Andererseits wurde berichtet °, 
daB auf 58500 g PGADH ein Mol DPN® entfallt, so daB die Vermutung 


nahe liegt, da das Molekulargewicht ein Vielfaches dieser Zahl ist. 


Diese Diskrepanzen veranlaBten Fox und Dandliker?®, erneut 
den Gehalt an DPN®/g Enzym zu bestimmen. Sie fanden einen Wert 
von 46000, was 3 Molen DPN® pro 138000 g Enzym entsprechen wiirde. 
Nun kénnte aber auch ein Teil DPN® physikalisch adsorbiert werden, 
so daB Folgerungen aus der DPN®-Analyse etwas fragwiirdig erscheinen. 
Die Valin-Endgruppenanalyse ergibt einen Wert von 2,0 fiir 139000 g 
Enzym", die Glutathion-Analyse dagegen einen solchen von 2,0 fiir 
150000 g??. 


Eine kritische Durchsicht der PGADH-Molekulargewichtsbestim- 
mungen zeigt auBerdem, dafi die Sedimentations- und Diffusions-Mes- 
sungen durchweg bei verschiedenen Temperaturen vorgenommen wur- 
den, die MeBwerte wurden dann nach Svedberg* auf 20° und Wasser- 
basis umgerechnet. Dieses Verfahren ist nicht ganz unbedenklich, da 
die ihm zugrunde liegende Annahme nicht zutrifft, wonach beim Uber- 
gang zu anderen Salzkonzentrationen und Temperaturen nur die Eigen- 
schaften des Mediums, nicht aber die der gelésten Substanz geindert 
werden (vgl. dazu l.c.141). Die neuere Entwicklung der Theorien der 
Sedimentation und Diffusion zeigt auberdem, daB ein System Protein- 
Salz-Wasser keinesfalls als Zweikomponenten-System behandelt werden 
darf!4. Vielmehr ist hier den Wechselwirkungen der einzelnen Kom- 
ponenten untereinander erhéhte Aufmerksamkeit zu schenken, was z. B. 
durch Einfiithren von temperaturabhingigen phinomenologischen Ko- 
effizienten und Kreuzdiffusionskoeffizienten geschehen kann. 


Im Rahmen unserer enzymologischen Fragestellungen!® haben wir 
deshalb das Molekulargewicht der PGADH in Abhangigkeit von Ver- 
suchsdurchfiihrung und Aktivator-Typ bestimmt. 


®S. F. Velick, J. E. Hayes, jr. u. J. Harting, J. biol. Chemistry 208, 527 

[1953]. 

10 J. B. Fox, jr. u. W. B. Dandliker, J. biol. Chemistry 221, 1005 [1956]. 

1S. F. Velick u. S. Udenfriend, J. biol. Chemistry 208, 575 [1953]. 

122 J. Krimsky u. E. Racker, Federation Proc. 18, 245 [1954]. 

13 The Svedberg u. K. O. Pedersen, ,,Die Ultrazentrifuge‘t, Verlag Th. 
Steinkopff, Dresden u. Leipzig 1940. 

14 J. W. Williams, K. E. Van Holde, R. L. Baldwin u. H. Fujita, Chem. 
Reviews 58, 715 [1958]. 

15 H.-G. Elias, ,,Theorie und Praxis der Ultrazentrifugentechnik“*, Manu- 
skriptdruck, Beckman Instruments GmbH, Miinchen 1958; dort weitere Literatur. 

16 W. Lamprecht u. I. Trautschold, diese Z. $11, 245 [1958]; dieselben 
Arzneimittel-Forsch. 7a, 462 [1958]; W. Lamprecht, III. Internationaler Dia- 
betikerkongreB, Diisseldorf 1958, IDF-Kongre8-Berichtsheft, G. Thieme Verlag, 
Stuttgart 1959; W. Lamprecht, 8. Gudbjarnason u. H. Katzlmeier, diese 
Z.; in Kiirze im Druck. 
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Methodik 


Praparate: Kristallisierte 3-Phospho-p-glycerinaldehyd - Dehydrogenase 
(PGADH) stammte von C.F. Boehringer & Séhne, Mannheim-Tutzing. Die 
Proben wurden 48 Stdn. unter haiufigem Wechsel gegen eine groBe Menge (etwa 
1:500—1000) der zur Messung verwendeten Puffer-Lésung bei 2° dialysiert. 


Die Enzymkonzentrationen wurden iiber die Extinktion bei 260 bzw. 280 mu 
bestimmt; Verdiinnungen wurden nach Gewicht vorgenommen. 


Puffer: Alle verwendeten Salze bzw. Aktivatoren waren p.a.-Substanzen 
der Fa. Merck, Darmstadt. Der Glycin-Puffer enthielt 0,2m Glycin vom py 8,50 
bzw. 9,00. 


Sedimentationsgeschwindigkeits-Messungen 


Alle Messungen wurden in einer analytischen Spinco-Ultrazentrifuge, Modell 
E-HT mit Temperaturkontrolle, Temperaturregelung und Schlierenoptik mit 
Phasenplatte* durchgefiihrt. Die Temperaturkonstanz betrug bei den Messungen 
bei 20° jeweils + 0,05°, bei den Messungen bei tieferen Temperaturen + 0,1°. 
Die beiden Konzentrationen jedes Versuchsansatzes wurden gleichzeitig in einem 
Lauf untersucht, was durch die Verwendung von Keilzellen erméglicht wurde. 
Die Sedimentationskoeffizienten wurden aus der Wanderung des maximalen Gra- 
dienten aus je 2 Aufnahmen berechnet. Eine durch einen Verdiinnungseffekt be- 
dingte Zeit- bzw. Ortsabhangigkeit der Sedimentationskoeffizienten wurde nicht 
beobachtet. Tatsachlich ist auch die Konzentrationsabhangigkeit der Sedimenta- 
tionskoeffizienten gering, was mit dem Befund von Fox und Dandliker’® 
iibereinstimmt. 


Bestimmung des Diffusionskoeffizienten 

Die Messungen erfolgten in einer Schieberzelle?’ iiber die Schlierenoptik einer 
Phywe- Ultrazentrifuge **. Die Temperaturkonstanz war jeweils besser als + 0,05°. 
Die erhaltenen Gradienten-Kurven wurden nach der Flichenmethode ausgewertet. 

Zum Vergleich wurden einige Diffusionsmessungen mit einer Uberschich- 
tungszelle vom Ventiltyp?® bei 13410 U./Min. in der Spinco-Ultrazentrifuge aus- 
gefihrt. 

Pro Ansatz wurden zwei Konzentrationen vermessen, die Messungen jedes 
Ansatzes waren innerhalb 10 Stdn. nach Beendigung der Dialyse bzw. Beginn 
des ersten Versuches mit dem jeweiligen Ansatz beendet. Dadurch wurde eine 
evtl. Veranderung der Proben mit der Zeit vermieden, so daB die Messungen 
zumindest eines jeden Ansatzes unter gleichen Bedingungen ausgefiihrt wurden. 


Partielle spezifische Volumina 


Aus Substanzmangel konnten keine eigenen Messungen durchgefiihrt werden. 
Wir benutzten daher die Werte von Elédi?, der fiir 20° fiir Glycin-Puffer *V = 
0,737 [ml/g] und fiir Glycin-KCN-Puffer *V = 0,731 [ml/g] angibt. Die seniellen 
spezifischen Volumina bei Zusatz von Cystein bzw. ADTA wurden als gleich groB 
dem bei KCN-Zusatz angesetzt. Fiir die Messungen bei tieferen Temperaturen 
wurden die partiellen spezifischen Volumina iiber die von Svedberg und Pe- 
dersen! angegebene wahrscheinlichste Temperaturabhangigkeit der partiellen 
spezifischen Volumina von Proteinen umgerechnet. Danach tritt bei einer Tem- 
peraturanderung um 15° eine Anderung der *V-Werte von etwa 1%, ein. Wesent- 
liche Fehler sind daher durch dieses Berechnungsverfahren nicht zu befiirchten. 


* Hersteller: Beckman Instruments GmbH, Miinchen. 
** Hersteller: Phywe AG, Gottingen. 
17 G. Meyerhoff, Makromolekulare Chem. 6, 197 [1951]. 
18 KE. G. Pickels, W. F. Harrington u. H. K. Schachman, Proc. nat. 
Acad. Sci. USA 38, 943 [1952]. 
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Viskositaten und Dichten der Lésungsmittel bzw. Lésungen 


Die Viskositaten der einzelnen Pufferansitze wurden in einem Ubbelohde- 
Viskosimeter gemessen. Zur Umrechnung auf Standardbasis wurde angenommen, 
daB die Temperaturabhangigkeit der Viskositaét der Lésungen der der reinen 
Puffer entspricht. Die Dichte der Lésungen wurde der Dichte der Lésungsmittel 
gleichgesetzt. 


Molekulargewichte 


Das Molekulargewicht Msp wurde nach der Svedberg-Formel (I. c.", 
8. 20) aus den auf die Konzentration 0 extrapolierten Sedimentations- bzw. Dif- 
fusionskoeffizienten berechnet. Die Umrechnung auf diese Standardbasis wurde 
nach |.c.!° (und zwar S. 31 ff.) ausgefiihrt. 


Archibald-Versuche 


Zur Kontrolle der Molekulargewichtswerte aus Sedimentationsgeschwindig- 
keit und Diffusion wurden einige Messungen nach dem Verfahren von Archi- 
bald?® durchgefiihrt (Annaherung an das Sedimentationsgleichgewicht). Wie bei 
den Sedimentationsgeschwindigkeitsmessungen wurden wieder beide Konzentra- 
tionen gleichzeitig zentrifugiert, und zwar die gleichen Lésungen zunichst bei 5° 
und anschlieBend bei 20°. Die relativen Konzentrationen und die optischen Kon- 
stanten (VergréBerungsfaktoren, Brechungsindex-Inkrement usw.) wurden bei 
jeder Temperatur aus je einem Referenzlauf mit einer Uberschichtungszelle vom 
Ventiltyp!® ermittelt. Die Umdrehungsgeschwindigkeit war jeweils 6995 U./Min. 
Zur Auswertung wurden nur die Werte am Meniscus herangezogen. Aus den 
MeBwerten wurde nach der Gleichung 

dc/dx 
é: ei heed 
XL* Cz 
der charakteristische Parameter 6 berechnet und zur Extrapolation auf die Kon- 
zentration c = 0 entsprechend der Gleichung 


at tll I RO El 
RT bc a ae 
sein reziproker Wert gegen die Konzentration c aufgetragen!>. Auffalligerweise 


nahmen die 6-Werte mit der Konzentration zu, d.h. der 2. Virialkoeffizient * 
war negativ. 


(c = Abstand vom Rotationszentrum, w Winkelgeschwindigkeit, 


*V = partielles spezif. Volumen, Mw = Gewichtsmittel des Mol.-Gew., R = all- 
gemeine Gaskonstante, 7’ = absol. Temperatur.) 


Ergebnisse und Diskussion 


Die Ergebnisse unserer Sedimentations- und Diffusionsmessungen 
an PGADH sind in Tab. 2 zusammengestellt. Die Konzentrations- 
abhiingigkeit der auf 20° und Wasserbasis reduzierten Sedimentations- 
und Diffusionskoeffizienten ist in Abb. 1 wiedergegeben. In beiden 


Fillen ist die Konzentrationsabhingigkeit so gering, daB sie innerhalb 
des untersuchten Bereiches durch Funktionen vom Typ s = 89 (1 —k,-e) 


bzw. D = D, (1+kp-c) wiedergegeben werden kann. 





Die fiir jeden Ansatz einzeln auf die Konzentration null extra- 
polierten Sedimentations- bzw. Diffusionskoeffizienten sind ebenfalls in 


1® W. J. Archibald, J. physic. Colloid Chem. 51, 1204 [1947], vgl. auch 1.c.. 





Bestimmung an 3-Phospho-p-glycerinaldehyd- Dehydrogenase unter verschiedenen Versuchsbedingungen. 
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Tab. 2 fiir die Original-Versuchsbedingungen (89.; Dos) und fiir die 
, Standardbasis (89,9; Do,20) zusammengestellt. Tab. 2 enthalt ferner 
die aus diesen Daten berechneten Molekulargewichte Msp. 
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Abb. 1. Konzentrationsabhangigkeit der auf 20° und Wasserbasis umgerechneten 
Sedimentations- (a) und Diffusionskoeffizienten (b). 
Die Zahlen an den MeBpunkten geben die Nummer des Ansatzes an. 


Man sieht zuniichst, daB die Sedimentationskoeffizienten der 
dialysierten und bei 20° vermessenen Ansitze 6—11, umgerechnet auf 
Standardbasis, praktisch den gleichen Sedimentationskoeffizienten von 
89,20 = 7,63 + 0,25 Svedberg ergeben. Auch Ansatz 12 (gemessen bei 7,2°) 
fiigt sich mit 89.29 = 7,78 [S] gut ein. Die Genauigkeit der Kinzelwerte 
bzw. der 8 9,.9-Werte jedes Ansatzes liegt wesentlich héher als die des 
Mittelwertes iiber alle gemessenen Ansiitze, wie ein Vergleich mit Tab. 2 
zeigt. Abweichungen zwischen den einzelnen Ansitzen sind auf Extra- 
polarisationsschwierigkeiten zuriickzufiihren, wie aus Abb. la hervor- 
geht. 

Die MeBwerte zeigen eindeutig, da durch den Zusatz von Aktiva- 
toren der Sedimentationskoeffizient nicht geindert wird. Dies gilt auch 
fiir die Ansiitze unter KCN-Zusatz, die unter den gleichen Bedingungen 
wie bei El6di? untersucht wurden. 

Fir die nichtdialysierten, aber bei 20° zentrifugierten Ansiitze 2 
und 5 ergibt sich einSedimentationskoeffizient von 89,29 = 7,43 +0,12[S]. 
Dieser Wert liegt zwar tiefer, aber doch noch innerhalb der Fehlergrenze 
des Wertes fiir dialysierte 20°-Ansiitze. 

Ein ganz uneinheitliches Bild zeigt sich dagegen bei den nicht- 
dialysierten und bei verschiedenen Temperaturen zentrifugierten An- 
siitzen 0, 1 und 3. Hier wurden Sedimentationskoeffizienten von 6,47, 
6,85 und 7,81 [S] beobachtet. 

Ein ahnliches Verhalten zeigen die Diffusionskoeffizienten 
aus Messungen der freien Diffusion. Fiir die dialysierten 20°-Ansitze 6 
bis 11 erhalt man nach Umrechnung auf Standardbasis einen Diffu- 
sionskoeffizienten von Dy = (4,56 +- 0,05) - 10-7 [em?/Sek.]. Alle ande- 
ren Diffusionskoeffizienten liegen dagegen hoéher. 
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Diese Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen: Alle dialy- 
sierten 20°-Ansiitze weisen nach Umrechnung auf Wasserbasis identische 
Sedimentations- bzw. Diffusionskoeffizienten auf, und zwar unabhiingig 
von einem etwaigen Aktivatorzusatz bzw. von der Art des Aktivators. 
Fiir die iibrigen, bei tieferen Temperaturen gemessenen und besonders 
fiir die nichtdialysierten Ansitze erhilt man nach Umrechnung auf 
Standardbasis zu niedrige Sedimentations- und zu hohe Diffusionskoeffi- 
zienten. 

Es sind daher zwei Effekte zu unterscheiden: der der Temperatur 
und der des Dialysegrades. Der Temperatureffekt, der durch die schon 
eingangs diskutierten unrichtigen Annahmen bei der Umrechnung auf 
Standardbasis bedingt ist, fallt innerhalb der MeBgenauigkeit bei der 
Berechnung des Molekulargewichtes heraus, wie ein Vergleich der in 
der letzten Spalte der Tab. 2 zusammengestellten Molekulargewichte 
der Ansitze 7—12 zeigt. 

Die Anwesenheit niedrigmolekularer Bestandteile in den nicht- 
dialysierten Ansiitzen vermindert nun die Sedimentationsgeschwindig- 
keit der Enzymkomponente (Johnston-Ogston- Effekt?®), da nach 
allem bis jetzt bekannt gewordenen KErfahrungsmaterial der EKinfluB 
der einen Komponente auf die Sedimentationsgeschwindigkeit einer 
anderen stets eine gegenseitige Verzégerung der Sedimentation und da- 
her Verringerung der Sedimentationskoeffizienten hervorruft !*?!. Wenn 
es sich um sehr niedrigmolekulare Anteile handelt, werden sie aber bei 
Sedimentationsmessungen in Normalzellen bei 59780 U./Min. nicht als 
besonderer Gipfel beobachtet. 

Bei der Diffusion eilen die niedrigmolekularen Anteile jedoch der 
Enzymkomponente voraus. Sie werden ferner noch im Gradienten- 
diagramm erfaBt, da man iiblicherweise sofort nach Ausbildung der 
vollstiindigen Gradientenkurve zu messen beginnt. Die Diffusions- 
koeffizienten werden daher zu hoch gefunden. 


Gelingt es, die Sedimentation so zu fiihren, daB man von Anfang 
an einen, durch die Existenz eines Fliissigkeitsmeniscus unbehinderten 
Sedimentationsvorgang hat, so miiBten sich die vermuteten niedrig- 
molekularen Anteile ebenfalls zeigen. Ein zur Kontrolle durchgefiihrter 
Versuch mit einer Uberschichtungszelle, bei der die geforderten Bedin- 
gungen vorhanden sind, zeigt tatsiichlich deutlich die Anwesenheit 
niedrigmolekularer Anteile (Abb. 2). Solche Versuche lassen sich dem- 
nach gut zur Reinheitspriifung von Enzymen und Priparaten heran- 
ziehen. In gleicher Weise konnte Elias™ zeigen, dab natives Dextran 
aus mindestens zwei, im Molekulargewicht weit auseinander liegenden 
Anteilen besteht. 


20 J.P. Johnston u. A.S. Ogston, Trans. Faraday Soc. 42, 789 [1946]. 
21H. K.Schachman, ,,Ultracentrifugation in Biochemistry‘*, Acad. Press, 
New York und London 1959. 

22 H.-G. Elias, Makromolekulare Chem. 34, 166 [1959]. 
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Abb. 2. Sedimentationsdia- 
gramme (Uberschichtungs- 
zelle) von dialysierten (a) 
bzw. nicht dialysierten Pro- 
ben (b). 
13410 U./Min. bei 25°; 
Glycin-Puffer; ¢ = 1,24°%, 
bzw. 0,98%. 





Kombiniert man daher Werte aus Ansiitzen verschiedenen Rein- 
heitsgrades oder Messungen bei verschiedener Temperatur, so kénnen 
sich ganz unkontrollierbare Werte ergeben. In unserem Falle (Ansitze 
0 und 3) traten sehr niedrige Molekulargewichte von 73000 bzw. 47000 
auf. Moéglicherweise lassen sich die Ergebnisse von Elédi? ebenfalls 
auf diese Effekte zuriickfiihren. 

Fiir das Molekulargewicht der PGADH errechnet sich aus den 
auf Standardbasis bezogenen Werten fiir die dialysierten Ansitze 7—11 
ein Molekulargewicht von Msp = 150400 + 1000 (20°; Wasserbasis). 


Interessanterweise beobachtet man nun bei allen Versuchen, bei 
denen die Sedimentation und die Diffusion bei jeweils gleichen, aber 
tieferen Temperaturen als 20° gemessen wurden, bei Kombination der 
OriginalmeBwerte tiefere Molekulargewichte als bei den unter 20° ge- 
messenen (Ansitze 0, 3 und 12). Dieser Effekt ist so hoch, daB er nicht 
auf eventuelle Fehler beim Einsetzen des partiellen spezifischen Volu- 
mens zuriickgefiihrt werden kann (s. Methodik). Er ist wahrscheinlich 
auf die, zwar als allgemein giiltig angesehene, nach den neueren theore- 
tischen Uberlegungen™ aber unberechtigte Annahme zuriickzufiihren, 
daB ein System Protein-Salz-Wasser als Zwei-Komponenten-System mit 
dem Protein, als Geléstem und der Salzlésung als Lésungsmittel auf- 
gefaBt werden kann. Vielmehr sind neben den Wechselwirkungen von 
Protein und Wasser noch die von Protein und Salz bzw. Salz und Wasser 
zu_ beriicksichtigen. Bei dynamischen Messungen (Sedimentations- 
geschwindigkeit und Diffusion) spielt zusétzlich noch die GréBe der 
Kreuzdiffusions-Koeffizienten eine Rolle. 

Diese Einfliisse scheinen nun im allgemeinen gering zu sein: prin- 
zipiell sind sie jedoch auch bei der Extrapolation der MeBwerte auf 
unendliche Verdiinnung nicht auszuschalten, wie z.B. die theoretische 
Behandlung von Sedimentationsgeschwindigkeiten in einem  Drei- 
komponenten-System zeigt !4. Da aber mangels zusiitzlicher Messungen 
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und auch theoretischer Ableitungen fiir Systeme mit mehreren Kom- 
ponenten sich der EinfluB dieser GréBen nicht bestimmen 1liBt, wird 
man unter Umstinden mit erheblichen Fehlerméglichkeiten zu rechnen 
haben, die iibrigens auch die Ursache fiir die manchmal frappanten 
Diskrepanzen bei den von der Literatur angegebenen Molekulargewichten 
fiir Enzyme usw. sein diirften. 

In erster Niherung kénnte man nun wegen der doch verhiiltnis- 
miBig geringen Salzkonzentration erwarten, da individuelle Unter- 
schiede zwischen den Salzarten fortfallen, also die thermodynamischen 
Aktivititskoeffizienten gleich eins sind. Dann miiBten nur noch die 
Wechselwirkungskonstanten Protein-Salz eine Rolle spielen; diese diirf- 
ten aber wiederum linear von der Temperatur abhiingen. 

In Abb. 3 wurde deshalb versuchsweise das von verschiedenen 
Beobachtern erhaltene Molekulargewicht Msp gegen die mittlere Mef- 
temperatur ¢ = (ts + ¢p)/2 aufgetragen, wobei ts und tp die Tempera- 
turen sind, bei denen Sedimentations- bzw. Diffusionskoeffizienten ge- 
messen wurden, die dabei selbstverstiindlich jeweils auf die gleiche Tem- 
peratur bezogen wurden. Abb. 3 zeigt, daB tatsichlich der vermutete! 
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Abb. 3. Abhangigkeit der unter Annahme eines Zweikomponenten-Systems be- 
rechneten Molekulargewichte Msp als Funktion der mittleren MeBtemperatur 
t (é, ty)/2. 
O: Diese Arbeit; @: nach Fox und Dandliker’; 
0: nach Taylor und Lowry’. 


Zusammenhang besteht. Auffilligerweise erhilt man fiir die Temperatur 
des Schmelzpunktes der Lésungen (etwa —1 bis —2°) Molekular- 
gewichte von 116000 bis 118000, die gut mit dem Wert von 117000 
iibereinstimmen, der der Verdopplung des Verhiiltnisses 58 500 g 
PGADH/Mol DPN” entspricht ®. 

Der EinfluB der Bindungskonstanten Salz-Protein scheint dem- 
nach entsprechend der theoretischen Forderung!*! mit fallender Tem- 
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peratur abzunehmen, um beim Schmelzpunkt der Lésungen null zu 
werden. Die Messung bei verschiedenen Temperaturen wire demnach 
ein geeignetes Verfahren, das wahre Molekulargewicht aus Sedimenta- 
tions- und Diffusionsmessungen bei mehrkomponentigen Systemen zu 
bestimmen. 


Zur Kontrolle bestimmten wir daher das Molekulargewicht von 
PGADH bei 5° und bei 20° nach der Methode von Archibald?%, 
bei der die erwihnten Komplikationen weniger ins Gewicht fallen. Die 
erhaltenen Werte fiir das Gewichtsmittel des Molekulargewichts von 
M,. = 116000 + 5000 (5°) bzw. 122000 4- 5000 (20°) waren inner- 
halb der Fehlergrenze gleich, doch kann ein leichter Gang mit der 
Temperatur nicht ausgeschlossen werden. 

Es wird nunmehr verstindlich, warum bei den Sedimentations- 
und Diffusionsmessungen der einzelnen Autoren so unterschiedliche 
Werte erhalten wurden. Die abweichenden Streulichtwerte von Dand- 
liker und Fox® sind vermutlich ebenfalls auf die Nichtbeachtung der 
priferentiellen Solvatation zuriickzufiihren, die sich sowohl bei der 
Konzentrationsabhiingigkeit der chemischen Potentiale als auch direkt 
in den optischen Eigenschaften des Systems auswirkt (vgl. L.c.?%). Der 
Effekt wird besonders stark, wenn die Protein-Salz-Wechselwirkungen 
sehr hoch sind, also im Falle hoher Ladung und niedriger Ionenstiirke. 


DaB fiir das untersuchte System die Protein-Salz-Wechselwirkung 
gegeniiber der Protein-Wasser-Wechselwirkung groB sein muB, geht 
iibrigens auch aus den gemessenen 2. Virialkoeffizienten hervor. Diese 
wurden zu —1,7 [at * mi? g-*| (Archibald-Versuch, 20°) bzw. 
—(),36 (Sedimentation und Diffusion, 20°) gefunden. 

Die gegeniiber der Protein-Wasser-Wechselwirkung relativ groke 
Protein-Salz-Wechselwirkung scheint der Grund dafiir zu sein, daB wir 
an diesem System mit PGADH iiberhaupt das von der Theorie vorher- 
gesagte Verhalten erstmals gefunden haben. Ohne Beachtung dieser 
thermodynamischen, hydrodynamischen und optischen Einfliisse, d. h. 
also bei der Behandlung von Mehrkomponenten-Systemen als Zwei- 
komponenten-System, ist aber keineswegs zu erwarten, da die nach 
verschiedenen Methoden bzw. bei wechselnden Temperaturen und unter- 
schiedlichen Pufferzusammensetzungen ermittelten Molekulargewichte 
als gleich groB gefunden werden — auch dann nicht. wenn die geléste 
makromolekulare Komponente selbst molekulareinheitlich ist. 


Die Deutsche Forschungsgemeinschaft hat diese Arbeit durch Sach- 
mittel unterstiitzt, wofiir auch an dieser Stelle gedankt sei. 

Unser besonderer Dank gilt Herrn Dr. H. U. Bergmeyer, Tutzing, fiir die 
groBziigige Uberlassung der kristallisierten 3-Phospho-p-glycerinaldehyd-Dehydro- 
genase. 

23: S.N. Timasheff u. M.J. Kronman, Arch. Biochem. Biophysics 83, 60 
[1959]. 








i a oe 





60) 


zu 
ch 
ia 
Al 











Bd. 319 (1960) Molekulargew. d. Triosephosphat-Dehydrogenase 33 


Zusammenfassung 


Das Molekulargewicht von 3-Phospho-D-glycerinaldehyd-Dehydro- 
genase (,,Triosephosphat-Dehydrogenase**) wurde in Abhingigkeit von 
der Vorbehandlung der Proben, Zusatz von Kaliumeyanid, Cystein oder 
Athylendiamin-tetraessigsiure, sowie von der MeBtemperatur in Glycin- 
NaOH-Puffern vom pu 8.5 und 9,0 (4 0,10) durch Sedimentations- 
und Diffusionsmessungen bestimmt. 

Bei Umrechnung der bei verschiedenen, aber jeweils gleichen Tem- 
peraturen gemessenen Sedimentations- und Diffusionskoeffizienten auf 
20° und Wasserbasis wurde ein scheinbares Molekulargewicht .W.» 
150400 + 1000 erhalten. Die Werte sind unabhingig von Aktivator- 
zusatz und Aktivatortyp. Die in dieser Arbeit aus Sedimentations- und 
Diffusionsmessungen erhaltenen Molekulargewichte nehmen linear mit 
der mittleren MeBtemperatur ab, sie erreichen beim Schmelzpunkt der 
Lésung den Wert von 118000. Archibald-Versuche fiihrten zu Mole- 


kulargewichten von M, = 116000 + 6000 (5°) bzw. 122000 —- 6000 
(20°). Das wahre Molekulargewicht des Enzyms liegt demnach bei 
117000. Gleichsinniges Verhalten zeigen die Werte der Literatur; die 
Diskrepanzen in den Molekulargewichtsangaben werden dadurch deutbar. 
Es wird gezeigt, daB sich dieser Effekt auf die Nichtberiicksichti- 
gung der thermodynamischen, hydrodynamischen und optischen Wech- 
selwirkungen in Mehrkomponenten-Systemen zuriickfiihren 1iBt, also 
auf die Behandlung einer Salzlésung als einheitliches Lésungsmittel. 


Summary 


The molecular weight of 3-phospho-D-glycerol-aldehyd dehydro- 
genase (,,triosephosphate dehydrogenase*‘) was determined by sedimen- 
tation and diffusion analysis at different temperatures in glycine- 
NaOH-buffers of px 8.5 and 9.0 (uw = 0.10) after various pretreatment 
of the samples by addition of potassium cyanide, cysteine or ethylen- 
diaminotetraacetic acid. 

Respective sedimentation and diffusion coefficients were determined 
at the same temperature, which, however, was different in each run. 
These values were recalculated for water at 20° to give an apparent 
molecular weight Myp = 150,400 +- 1,000. The values are independent 
of the addition and the type of activator. The molecular weights ob- 
tained in this study by sedimentation and diffusion measurements in- 
crease linearly with the average temperature of measurement and 
reach a value of 118,000 at the melting point of the solution. Archibald 
experiments gave molecular weights of 116,000 + 6,000 (5°C) and 
122,000 -+- 6,000(20° C). The true molecular weight of the enzyme is 
therefore 117,000. The values given in the literature show similar vari- 
ations. The discrepancies of the given molecular weights may there- 
fore be explained. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 319 
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It is shown, that this effect is due to neglect of the thermodynamic, 
hydrodynamic and optical interrelationships in systems with several 
components, i. e. to the treatment of a salt solution as a homogeneous 
solvent. 


Priv.-Doz. Dr. Walther Lamprecht, Organisch-Chemisches Institut d. Tech- 


nischen Hochschule, Miinchen 2, Arcisstr. 21. 


Dr. Hans-Georg Elias, Laboratorium fiir Organisch-Chemische Technologie, 
Eidgendssische Technische Hochschule Ziirich. 
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Jsolierung von Cholinestern 
als Dipikrylaminate 


Von 
D. Ackermann und H. G. MenBen 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Januar 1960) 


Seinerzeit beschrieben Ackermann und Mauer! einen empfind- 
lichen Nac’\weis des Acetylcholins und Cholins mit Hilfe von Dipikryl- 
amin. Diese Dipikrylaminate werden gelegentlich als Aurantiate und 
Hexylate bezeichnet. Sie zeichnen sich durch erhebliche Schwerléslich- 
keit ihrer feinen leuchtend roten Kristalle aus. 

Als wir nun andere Cholinester priiften, stellte sich heraus, daf sie 
gleichfalls schwerlésliche kristalline Niederschlige mit Dipikrylamin lie- 
fern, die in charakteristischer Weise an der Gefifwand hochsteigen. 

Vor der Fillung, die mit Magnesiumdipikrylaminlésung* zu er- 
folgen hat, muB fiir neutrale Reaktion gesorgt werden, weil bei saurer 
Reaktion sofort das schwerlésliche freie Dipikrylamin als graugelber 
Niederschlag ausfiillt. Andererseits besteht bei alkalischer Reaktion die 
Gefahr einer teilweisen Spaltung der Cholinester. Die Verbindungen 
lassen sich ohne Zersetzung aus heifem Wasser umkristallisieren, wenn 
man rasch wieder abkiihlt. 

Man trennt den Niederschlag am besten auf der Zentrifuge von 
seiner Mutterlauge, saugt diese mit einer Kapillare ab, schiittelt mit 
etwas Wasser, zentrifugiert und saugt wieder ab. Nach Wiederholung 
dieses Verfahrens ist die Substanz rein. 

Wir haben nun eine Reihe von Cholinestern in ihre Dipikryl- 
aminate ibergefiihrt, und zwar Cholin, Acetylcholin, Crotonyl- 
cholin, Murexin (6-[Imidazolyl-(4 bzw. 5) |-acrylsiiure-cholinester), 
$.B-Dimethyl-acrylsiure-cholinester und A*-Pentensiure- 
cholinester**. Ihre Reinheit wurde durch Elementaranalyset fest- 
gestellt. 


* Zu beziehen durch E. Merck, Darmstadt. 

** Fiir die Uberlassung der Cholinester sind wir den Herren Whittaker? 
und Erspamer® sehr zu Dank verpflichtet. 

+ Samtliche Analysen von Dr.-Ing. A. Schoeller, Kronach. 

1 Dp. Ackermann u. H. Mauer, diese Z. 279, 114 [1943]. 

2 V. P. Whittaker, Biochem. J. 71, 32 [1959]; M. J. Keyl, I. A. Michael- 
son u. V. P. Whittaker, J. Physiology 189, 434 [1957]; B. Holmstedt u. V. P. 
Whittaker, Brit. J. Pharmacol. Chemotherapy 18, 308 [1958]. 

’ V. Erspamer u. O. Benati, Biochem. Z. 324, 66 [1953]. 
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Zusammenfassung 


AuBer den Dipikrylaminaten des Cholins und Acetylcholins wurden 
nun auch die Dipikrylaminate von Crotonylcholin, Murexin (/- 
{Imidazolyl-(4 bzw. 5)]-acrylsiiure-cholinester), 6./-Dimethyl-acryl- 
siure-cholinester und A2-Pentensiiure-cholinester hergestellt. 

Sie eignen sich wegen ihrer erheblichen Schwerléslichkeit und der 
Schirfe ihrer Schmelzpunkte besonders gut zur [solierung und Charak- 
terisierung und lassen sich ohne Zersetzung in andere Salze iiberfiihren. 


Summary 


In addition to the dipicrylaminates of choline and acetylcholine, 
the dipicrylaminates of crotonylcholine, murexine, dimethyl-acrylic acid 
choline ester and A?-pentene-acid choline ester have been prepared. 

Their low solubility and the sharpness of their melting points 
make them especially suitable for isolation and characterisation. They 
may be converted into other salts without decomposition. 


Prof. Dr. Dr. D. Ackermann, Physiologisch-Chemisches Institut der Univer- 
sitat, Wiirzburg, Koellikerstr. 2. 
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Bestimmung der hieselsdure in biologischem Material 
Von 
Helmut Baumann 


Aus der Chemischen Abteilung des Silikose-Forschungsinstituts 
der Bergbau- Berufsgenossenschaft, Bochum 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Januar 1960) 


Obgleich etwa 25° der Erdrinde aus Silicium und weit iiber 50%, 
aus seinen Verbindungen (Silicaten, SiO,) bestehen, wissen wir bisher 
nichts iiber seine biologische Bedeutung. Die Literaturangaben'® iiber 
den Gehalt an Silicium bzw. Kieselsiure im Organismusmus schwanken 
z.T. um 1 bis 2 Zehnerpotenzen (vgl. Tab. 1). Bei der geringen Sili- 
ciumkonzentration im Organismus ist die Gefahr auBerordentlich gro, 


Tab. 1. Bisherige Angaben iiber den Kieselsiuregehalt des menschlichen Blutes. 




















Methode Jahr y Si0,/em? Literatur 

Gravimetrisch 1917 ~70 2 
1930 100—300 3 

1938 5—32 
1942 17—19 5 
Spektroskopisch 1938 < 0,5 6 
1939/1940 | 80—180—280 7 
Kolorimetrisch 1933 7—22 8 
1942 0—5,5—11 5 
1951 8,2 + 2,5 9 











durch vorbereitende Manipulationen bzw. durch Reagenzien eine erheb- 

liche Menge an Blindkieselsiiure einzuschleppen. Fiir eine exakte Be- 

stimmung ist grundsitzlich zu fordern: 

1. Die Menge an eingeschleppter Kieselsiiure muf auf ein Minimum redu- 
ziert werden und 





1 J. Bodnar u. T. Téréck, diese Z. 261, 257 [1939]; E. J. King, Biochem. 
J. 88, 944 [1939]. 
2 M. Gonnermann, diese Z. 99, 255 [1917]; 111, 32 [1920]. 
3-H. Kraut, dicvse Z. 194, 81 [1930]. 
H. Frank u. G. Gerstel, diese Z. 258, 225 [1938]. 

5 H. Kraut u. M. Weber, diese Z. 275, 127 [1942]. 

6 H. Weil, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 188, 377 
[1938]. 


ms 


7 ©. Richter, Arbeitsschutz 1989 IIT, 143; 1940 ITI, 87. 
8 E.J. King, H. Stantial u. M. Dolan, Biochem. J. 27, 1002 [1933]. 
® G. Worth u. G. Campen, diese Z. 288, 155 [1951]. 
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2. der unumgiingliche Blindwert soll gut bestimmbar und méglichst 
konstant sein. 

Diese an sich trivialen Forderungen sind aber schwierig zu er- 
fiillen, da die sog. ,,Allgegenwartskonzentration’’ der Kieselsiure be- 
trichtlich ist. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, eine mdéglichst 
einfache, reproduzierbare Methode zur Bestimmung der Kieselsiiure in 
biologischem Material zu finden. 

Dazu miissen alle bei der kolorimetrischen Analyse stérenden Ein- 
fliisse und Stoffe, in erster Linie Proteine, Phosphorsiure, Eisen und 
reduzierende Substanzen, ausgeschlossen werden. Im Teil I wird die 
Entwicklung einer Analysenmethode beschrieben, die den Kieselsiure- 
gehalt direkt ohne Entfernung der iibrigen Stérsubstanzen zu_be- 
stimmen erlaubt; Teil II beschiftigt sich mit der Entfernung der Pro- 
teine, die bei der kolorimetrischen Bestimmung ausfallen wiirden. 


I. Bestimmung der Kieselsiure neben Eisen, Phosphor-, 
Arsensiiure und reduzierenden Stoffen 


Wegen des geringen Kieselsiuregehaltes in biologischem Material 
ist nur die kolorimetrische Bestimmung anwendbar. 


Im Prinzip besteht die Methode bekanntlich in der Umsetzung der Kiesel- 
siiure mit Molybdat zur gelben Heteropolysiure und deren Reduktion zu Molybdan- 
blau. Phospbor- und Arsenséure geben die gleiche Farbreaktion, wahrend bei 
Anwesenheit von Fe®® nach der Reduktion im allgemeinen eine griine Farbe re- 
sultiert, deren Extinktion bei 800 my je nach Eisengehalt geringer ist als die des 
ungestérten Molybdanblaus. Um diese Stérsubstanzen auszuschlieBen, sind bereits 
eine ganze Reihe von Vorschligen ausgearbeitet worden. Man kann sie durch 
Fallung!’, Tonenaustausch?® oder Ausschiitteln® 14 vor der Analyse entfernen. 
Diese zusitzlichen Manipulationen bergen die Gefahr in sich, gréBere Mengen an 
Blindkieselsiure einzuschleppen. Viel eleganter ist das Verfahren, Phosphor- bzw. 
Arsensiure durch Zusatz von Komplexbildnern (Wein-, Citronensaure o. a.) aus- 
zuschlieBen 112,13, Hierbei macht man sich die Tatsache zunutze, daB der gelbe 
Molybdatkomplex der Kieselsiure viel langsamer als der der Phosphorsiure ge- 
bildet wird, umgekehrt aber auch viel langsamer wieder zerfallt. Bei richtiger 
Wahl der Milieubedingungen und Zugabe geniigender Mengen eines Komplex- 
bildners wird nicht umgesetztes Molybdat vom Komplexbildner gebunden, wo- 
durch der gebildete Phosphatkomplex auf Grund des Massenwirkungsgesetzes 
wieder zerfallt!®, wahrend der wesentlich stabilere Silico-Komplex zuriickbleibt 
und nach Reduktion quantitativ erfa8t werden kann. 


Nach einer, vor einiger Zeit von uns veréffentlichten Methode™, wird der 
Phosphatkomplex durch Zugabe iiberschiissiger Phosphorsaure unter Bildung eines 
farblosen (P:Mo = 1:9)-Komplexes ausgeschaltet. Hierbei wurden bereits die 
optimalen Bedingungen zur Bildung der gelben Silicomolybdansaure angegeben. 
In einem Endvolumen von 25 cm* wurden folgende Reagenzien angewandt: 

10 H.Stegemann u. J. Fitzek, Beitr. Silikoseforsch. Heft 31, 31 [1954]. 

1 EK. Ruf, Z. analyt. Chem. 151, 169 [1956]; 161, 1 [1958]. 

2 ¥. Feigl u. H. Leitmeyer, Tschermaks mineralog. petrogr. Mitt. 40, 1 
[1929]; C. Urbach, Mikrochemie 14, 189 [1934]; I. P. Alimarin u. V.S. Zve- 
rev, ebenda 22, 89 [1937]; C. Ferrari, Mikrochemie verein. Mikrochim. Acta 86, 
585 [1950]. 

148 H. Baumann. Beitr. Silikoseforsch. Heft 46. 13 [1956]. 
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5 cm* Eisessig, wodurch sich die molare Extinktion erh6ht und der optimale 
pu-Bereich wesentlich verbreitert wird, 2 cm* eines Sulfat-Hydrogensulfatgemisches 
zur Abpufferung auf px 1,5 und 1 cm* einer 10proz. Ammoniummolybdatlésung. 

Die gleichen Reagenzien werden auch hier benutzt. Die Zerst6rung 
des Phosphatkomplexes durch iiberschiissige Phosphorsiiure und die 
anschlieBende Reduktion kann aber nur in einem engen pux-Bereich 
um pu 2,3 erfolgen. Dabei stéren aber héhere Fe®-Konzentrationen 
sehr stark. Deshalb benutzten wir Citronensiiure zur Ausschaltung der 
Phosphorsiiure und studierten den EinfluB des Eisens unter verschie- 
denen Milieubedingungen. Dabei wurde beobachtet, da bei Anwendung 
des iiblichen Reduktionsmittels ,,Kikonogen“ [1-Amino-naphthol-(2)- 
sulfonsiure-(6)] die griine Farbe nicht stabil ist, sondern in Abhiingig- 
keit vom pu nach einiger Zeit verschwindet, wonach die reine Blau- 
farbung iibrigbleibt. Die St6rung durch Eisen besteht also in der Haupt- 
sache in einer Hemmung der Reduktionsgeschwindigkeit (Abb. 1). Nach 
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Zeitabhangigkeit der Extinktion der Blaufarbung (14 y SiO,, 50-mm-Kiivetten) 
bei Reduktion mit Eikonogen (Abb. 1), Ascorbinséiure (Abb. 2) und dem Gemisch 
beider (Abb. 3) und py 0,5 (a). 1,3 (b) und 2,0 (ce). 





ohne Eisen; ----- in Gegenwart von 2,0 mg Fe*®. 
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venigend langer Wartezeit (bei pa 2 mehrere Stdn., Abb. 1c) wiirde 
man aber wieder auf die normale Endextinktion kommen. Um diese 
Wartezeit abzukiirzen, haben wir statt Eikonogen u. a. Ascorbinsiiure 
als Reduktionsmittel benutzt (Abb. 2). Diese reduziert zwar wesentlich 
langsamer, aber Fe®°-Ionen hemmen nun die Reduktion nicht mehr, 
sondern sie férdern sie erheblich, wenigstens im stirker Sauren. Wahr- 
scheinlich ist dieser Effekt auf eine katalytische Wirkung des Eisens 
zuriickzufiihren, da es mit Ascorbinsiiure bzw. deren Oxydationsprodukt 
Komplexe bilden und dadurch viel leichter in die zweiwertige Form 
iibergefiihrt werden kann, die ihrerseits nun den Silicokomplex schneller 
reduziert als die Ascorbinsiiure selbst. Nach 20 Min. wiirde man also 
mit Ascorbinsiure in Abwesenheit von Eisen, mit Kikonogen in Gegen- 
wart von Kisen zu geringe Werte messen. Bei Anwendung eines Ge- 
misches beider Reduktionsmittel (Abb. 3) heben sich im Sauren beide 
Effekte gegenseitig auf und man erhilt eine auBerordentlich schnelle 
Reduktion, die bereits nach 10 Min. den konstanten Endwert erreicht 
hat, gleichgiiltig, ob Eisen zugegen ist oder nicht. 

Auf Grund dieser Ergebnisse wird in Teil IV,1 eine Standard- 
methode zur kolorimetrischen Bestimmung der Kieselsiiure beschrieben, 
bei welcher die gelben Komplexe im Normalfall bei py 1,5 entwickelt 
werden und die anschlieBende Reduktion bei pu 1,0 vorgenommen 
wird. Diese pu-Werte wurden als optimal ermittelt. 

Aus 33 Messungen zwischen 0 und 160 y SiO, wurde bei Verwen- 
dung von 10-mm-Kiivetten und Licht der Wellenliinge 800 my die Eich- 
gerade zu: FE = 0,005 + 0,01453 2 ermittelt (7 = Extinktion, « = Menge 
an Kieselsiure in y SiO,). Bei Verwendung von 50-mm-Kiivetten wurde 
aus 62 Messungen zwischen 0.und 20 y SiO, die Eichgerade zu: EF 
0,038 + 0,07172 ermittelt. Aus den Abweichungen von der letzteren 
konnte ein mittlerer Fehler errechnet werden, der sich aus einem abso- 
luten Glied von +- 0,1 y SiO, (= Bestimmungsgrenze) und einem rela- 
tiven Wert von 0,7% zusammensetzt (Gesamtfehler: -- (0,7 +-10/x)°4; 
x = Menge Kieselsiiure in y SiO,). Die Bestimmungsgrenze von etwa 
0,1 y SiO, wurde, unabhiingig von der KiivettengréBe, praktisch immer 
gefunden (s. auch l.c.!%). Demnach ist die Messung bei Anwendung 
gréBerer Kiivetten zwar empfindlicher, der dabei auftretende mittlere 
Fehler aber praktisch genau so grof wie bei Verwendung kleinerer. 
Die Bestimmungsgrenze ist also nicht abhingig von der Ablesegenauig- 
keit des Kolorimeters, sie resultiert vielmehr aus den Schwankungen 
der in die Analysenlésung eingeschleppten Blindkieselsiure. 

Phosphorsiure (das gleiche gilt auch fiir Arsensiure) kann in 
der Analyse bis zu 20 «Mol vorhanden sein. Erst bei héheren Phosphat- 
konzentrationen tritt eine Verminderung der Kieselsiiurewerte auf. Das 
ist darauf zuriickzufiihren, da Phosphat, das schneller mit Molybdat 
reagiert, nun alle Molybdiinsiure zur Bildung der Heteropolysiure ver- 
braucht und sie damit der Kieselsiiure entzieht. Man kann aber die 
Menge an Molybdat und damit die zulissige Héchstmenge an Phosphat 














Bd. 319 (1960) 





Helmut Baumann, 


42 





ohne weiteres verdoppeln. Dreiwertiges Eisen kann bis zu einer Menge 
von 2,0 mg vorliegen, ohne die Bestimmung zu beeinflussen, gleich- 
giiltig, ob Phosphat anwesend ist oder nicht. Dariiber hinaus kann auch 
noch gemessen werden, es tritt dann aber manchmal, besonders bei 
Vorliegen héherer Phosphatmengen, eine schwache Triibung auf, die 
die Messung beeintrichtigt. 

Fir eine Analysenmethode ist bei biologischem Material die Angabe, wieviel 
Saure, Base oder Puffer noch ohne gréBeren Fehler vertragen werden kénnen, 
wesentlich. Fiir die hier beschriebene Standardmethode ergeben sich folgende 
Werte: Bei Vorliegen von bis zu 0,8 cm*® In Saéure, Base oder Puffer in der zu 
analysierenden Lésung liegen die gemessenen Werte noch innerhalb normaler 
Fehlergrenzen. 1 bzw. 2 cm* In Saure erhéhen die Extinktion um etwa 3 bzw. 6°,,, 
1 bzw. 2 cm® In Base erniedrigen sie dagegen um etwa 3 bzw. 30%. 

Bei der Bestimmung nativer Lésungen, aus denen die Proteine 
etwa durch Ultrafiltration (Teil II, 2) entfernt wurden, kommt noch 
eine zusiitzliche Stérquelle hinzu. Die in diesen Lésungen vorhandenen 
reduzierenden Substanzen reduzieren bei der Entwicklung der 
gelben Komplexe den sich schneller bildenden Phosphormolybdiin- 
komplex zum Molybdinblau, das nach der Zerstérung des gelben Phos- 
phatkomplexes mit Citronensiiure iibrigbleibt und zu hohe Kieselsiiure- 
werte vortiuscht. Die Farbintensitit ist dabei im allgemeinen so gering, 
das sie neben der meist intensiven Gelbfairbung nicht zu erkennen ist. 
Aus diesem Grunde miissen alle reduzierenden Substanzen vorher zer- 
stért werden. Oxydation mit Hydroperoxyd ist nicht empfehlenswert, 
da es die Molybdinsiiure zur Peroxysiiure oxydiert. Wir oxydieren des- 
halb die Lésung direkt im Analysenkélbchen (saures Medium!) mit der 
notwendigen Menge Kaliumpermanganat bis zur bleibenden Violett- 
firbung, die bei der nachfolgenden Reduktion verschwindet. 

Damit sind die Grenzen der Standardmethode festgelegt, und zwar 
kann man Kieselsiiure bis zu 160 y SiO, neben Eisen, Phosphor-, Arsen- 

siiure und reduzierenden Substanzen mit einem verhiltnismibig ge- 
ringen Fehler bestimmen. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dab 
man alle Reagenzien, die zur Beseitigung des Einflusses der Stér- 
substanzen zugegeben werden, immer zusetzt und so den Blindwert 
auf ein relativ konstantes Mal von im Mittel 0,5 + 0,1 y SiO, pro 
Analyse halten kann. AuBerdem sind keine zusitzlichen, meist zeit- 
raubenden und empfindlichen Manipulationen mehr nétig. Eine tech- 
nische Assistentin kann in 8 Stdn. bequem 40 bis 50 Analysen durch- 


fiihren. 


II. Beseitigung der Proteine 


Die bei der kolorimetrischen Kieselsiiureanalyse stérenden Proteine 
miissen vorher entfernt werden. Wir beseitigen sie einmal, indem wir 
die ,,Gesamtkieselsiiure’‘ nach Verbrennung des organischen Materials 
und AufschluB der verbleibenden Asche bestimmen, zum anderen, in- 
dem wir biologische Fliissigkeiten durch eiweiBdichte Filter filtrieren. 
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1. Bestimmung der Gesamtkieselsiure durch AufschluB 


Bei dieser, bisher fast ausschlieBlich benutzten Methode zur Be- 
stimmung der Kieselsiure in biologischem Material, wird eine von den 
jeweiligen Bedingungen abhingige Menge an Kieselsiiure eingeschleppt. 
die unter Umstinden wesentlich gréBer als die in der Analyse vorhan- 
dene sein kann. Da dieser Blindwert wohl die Hauptursache fiir die in 
der Literatur verzeichneten starken Schwankungen der Kieselsiure- 
konzentration ist, soll an dieser Stelle etwas niiher darauf eingegangen 
werden. 

Folgende Kieselsiiurequellen konnten durch systematische Bearbei- 
tung des Blindwertes beobachtet werden: Der Kieselsiuregehalt der 
Reagenzien, des GefiiBmaterials, der Luft, der Flammengase und der 
Auskleidung von Muffeléfen. 

Der Kieselsiiuregehalt des zum AufschluB benutzten Gemisches 
von Natrium- und Kaliumcarbonat sowie derjenige der zur Neutralisa- 
tion notwendigen Menge Salzsiiure ist relativ hoch (vgl. Tab. 2). Er 
kann aber mit einer mittleren Fehlerbreite von +- 0,2—0,3 y SiO, pro 
Tiegelinhalt (~ +- 0,1 y SiO, pro Analyse bzw. cm? angewandter Blut- 
menge) konstant gehalten werden, wenn das Gemisch nicht als feste 
Substanz, deren Kieselsiuregehalt schwankt, sondern bereits vor dem 
Zintrocknen der Blutprobe in Form einer definierten Na,CO,/IX,CO,- 
Lésung zugesetzt wird. Die kiiufliche Salzsiure enthilt wechselnde 
Mengen an Kieselsiiure, weshalb wir sie uns durch Einleiten von gas- 
férmigem Chlorwasserstoff in bidestilliertes Wasser herstellen. Uber 
den Reagenzien-Blindwert bei der kolorimetrischen Bestimmung s. 
Teil I und Tab. 2. 

Fiir den Aufschlu8 kommen nur Edelmetalltiegel in Frage. 
Aber auch wenn man die von uns benutzten Platintiegel wie iiblich 
durch Ausschmelzen mit Natriumcarbonat reinigt, wird hiufig ein 
Blindwert beobachtet (vgl. Tab. 2). Aus diesem Grunde haben wir alle 

Tiegel nach dem Ausschmelzen mit Soda und Auskochen mit konz. 
Salzsiure einmal mit FluBsiure-Schwefelsiiure abgeraucht. Erst dann 
wurde keine Blindkieselsiure aus dem Tiegelmaterial mehr gemessen. 
Natiirlich miissen alle Lésungen in Kunststoffbehiltern (Kautex) auf- 
bewahrt werden. Es sei aber darauf hingewiesen, daB iltere Gefibe, 
besonders in Laboratorien, in denen viel mit Kieselsiiure yvearbeitet 
wird, hiufig betraichtliche Mengen an Kieselsiure enthalten, die auch 
durch intensives Spiilen mit Natriumearbonatlésung nicht mehr quan- 
titativ zu entfernen sind. Ein ziemlich zuverlissiges Zeichen hierfiir ist 
das Triibwerden ilterer Kautexflaschen. 

Der Kieselsiuregehalt der Luft spielt bei bloBem Stehenlassen 
der Probe in bedecktem oder verschlossenem Gefiils keine Rolle. Da- 
gegen wurde bei stirkerem Erhitzen ein Blindwert beobachtet. der 
auBer von der Temperatur auch noch von der Dauer abhiingig ist (vgl. 
Tab. 2), dariiber hinaus aber zu verschiedenen Zeiten wegen des 
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schwankenden Kieselsiiuregehaltes der — auch verschieden ist. So 
konnten wir wihrend einer dreiwéchigen Nebelperiode im Ruhrgebiet 
(..smog‘) Blindwerte bis zu 20 y SiO, te Tiegel messen, was eine 
Blutanalyse (meist 2 bis 3 em* Blut mit etwa 3 bis 8 y SiO, pro Tiegel) 
unmoéglich macht. Andererseits lag der durch den Aufschlub hinzukom- 
mende Blindwert wiihrend des heifien Sommers 1959 durchweg bei 2 
bis 4 y SiO, und sank kurz nach Eintreten der Regenperiode im Herbst 
auf 0 bis 2 y SiO, pro Tiegel. 

Anfangs wurde die Verbrennung iiber freier Flamme vorgenommen. 
Hierbei stellte sich aber heraus, dafi aus der Luft und aus den Flam- 
mengasen erhebliche, stark schwankende Mengen an Blindkieselsiiure 
hinzukommen (vgl. Tab. 2). Verbrennt man das organische Material im 
Sauerstoffstrom, so wird dieser Blindwert wegen der kiirzeren Dauer 
zwar verringert, andererseits geht aber ein Teil der in der Analyse vor- 
handenen Kieselsiiure wegen der zu schnellen Verbrennung verloren. 
Deshalb sind wir dazu iibergegangen, den Hauptteil im Muffelofen zu 
veraschen und evtl. dann noch vorhandene RuBteilchen im Sauerstoff- 
strom iiber freier Flamme (héchstens 2 Min. lang) zu beseitigen. Aber 
auch in den gebriiuchlichen Muffeléfen hat man mit einer zusiitzlichen 
Kieselsiiurequelle zu rechnen, niimlich mit der Schamotteausklei- 
dung. Das wird besonders deutlich, wenn man wihrend der Verbrennung 
den Ofen bei unbedeckten Tiegeln mehrmals unvorsichtig 6ffnet und 
schlieBt. Durch die Erschiitterungen rieselt ein — manchmal sogar 
sichtbarer — Staubschleier herunter, der selbstverstindlich zu erheb- 
lichen Fehlmessungen fiihren kann. Bei langsamer Verbrennung in be- 
deckten Tiegeln und sorgfiiltiger Handhabung des Ofens kann man 
jedoch diesen Fehler auf ein Minimum herunterdriicken. 

Tab. 2. Blindwerte von 2 cem* 2n Na,CO;/K,CO, nach verschiedener Behandlung 
und Neutralisation mit HCl. Der gemessene Gesamtblindwert (letzte Zeile) setzt 
sich aus den Reagenzienblindwerten (Zeile 2 u. 4), die gesondert ermittelt wurden, 
und der wahrend des Aufschlusses (Zeile 3) bzw. aus dem Tiegelmaterial (Zeile 1) 
hinzukommenden Kieselsiure zusammen. Letztere sind aus der Differenz be- 
rechnet. Angaben in y SiO,/Tiegel. 
Vorbehandlung Be Na,CO,-Schmelze, anschlieBend mit 
der Tiegel — “ é - H,F,/H,SO, abrauchen 





Schmelze 




















AufschluBart kein kein | freie Flamme Muffelofen 
Temperatur Auf- Aut- 7009 | 700° | 900° | 900° 
Zeit schluB | schluB} 1 Stde.|2 Stdn.]2 Stdn.}4 Stdn.|2 Stdn. 4Stdn. 

Tiegel 0 | 0 0 0 0 0 0 
Na,CO,/K,CO,/HCI |: 3,3 | 3,3 33 | 33 | 33 1 33 | 33 
AufschluB “ - |} oe) ae fb ee ast 441 42 
Reag. Blindwert 
in der Analyse 1,3 1,3 | 1,3 1,3 1,3 1.3 1,3 
Gesamt-Blindwert 5,4 ' 46 | 30 | 93 | 50 | 63 | 61 | 63 





In Tab. 2 as einige unter seal i Bedingungen gemessene 
Blindwerte zusammengestellt. Es handelt sich hierbei um Mittelwerte 
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SO aus je drei Messungen. Diese Werte kénnen allerdings nicht als Blind- 
et werte fiir die Analyse genommen werden, da die Aufheizgeschwindig- 
he keit und die Erhitzungsdauer bei der Verbrennung des organischen 
el) Materials ganz anders sind und die Blindwerte ja auch von dem je- 
n- weiligen Kieselsiituregehalt der Luft, der hier iibrigens relativ niedrig 
2 war, abhiingig sind. Die wahren Blindwerte kénnen nur durch gleich- 
st zeitiges Mitlaufenlassen der Blindproben unter genau den gleichen Be- 
dingungen wie bei den zu analysierenden Proben ermittelt werden. 
n. Im allgemeinen gelangen bei Blutanalysen 3 bis 8 y SiO, in einem 
il Tiegel zur Analyse. Die insgesamt hinzukommende Blindkieselsiure 
re liegt in etwa gleicher GréBenordnung. Man mub also den Schwankun- 
m gen dieses Blindwertes erhebliche Beachtung schenken. Wir haben des- 
al halb nach der im Teil IV angegebenen Methode mehrere Reihen von 
r- Analysen des gleichen Blutplasmas (Rind) unter gleichzeitiger Bestim- 
a. mung des Blindwertes durchgefiihrt und aus den Abweichungen vom 
= jeweiligen Mittelwert die mittleren Fehler berechnet. Der Gesamtblind- 
t- wert (zu vergleichen mit den in Tab. 2 in der letzten Zeile angegebenen 
rc Werten) schwankt hierbei im Mittel um -+- 0,7 bis 0,8 y SiO, pro Tiegel- 
= inhalt, d.h., da nur 40° (10 em*® von 25) zur Analyse gelangen, um 
- etwa +- 0,3 y SiO, pro Analyse. Fiir jeden AufschluB werden 2—3 em® 
ig Blut verwandt, so daBs dieser Wert auch ungefihr den Blindwert- 
d schwankungen pro cm’ Blut entspricht. Dagegen schwanken die Werte 
ad bei der Plasmaanalyse im Mittel um -+- 2 y pro Tiegelinhalt, entspre- 
és chend -- 0,8 y SiO,/em’. Wesentlich giinstiger liegen die Verhiiltnisse 
4 aber bei Mehrfachbestimmungen, die bei einer derartig groBen Fehler- 
n breite unerliBlich sind. Man macht dabei nimlich die Beobachtung, 
daB von 10 Messungen jeweils 1 bis 2 viel zu hohe Werte ergeben, 
, wihrend die iibrigen recht ordentlich um den gemeinsamen Mittelwert 
t streuen. SchlieBt man diese groben Fehlmessungen aus, was in An- 
5 betracht der Schwierigkeiten wohl vertretbar ist, so erhilt man hier 
) den gleichen mittleren Fehler wie bei der Bestimmung des Blindwertes. 
. niimlich -}- 0,3 y SiO,/em*® (= +15°% bei Vorliegen von 2 y SiO,/cem* 
Blut). Aus diesem Grunde wurden von jeder Probe mindestens drei 
(im allgemeinen aber mehr) Analysen gemacht und, wenn ein Wert 


(von 3) wesentlich héher lag, die Analyse wiederholt oder verworfen. 
Bei der Berechnung des Mittelwertes werden dann die viel zu hoch 
liegenden Werte nicht beriicksichtigt. 

Bei der Analyse von roten Blutkérperchen, d. h. bei gleichzeitiger 
Anwesenheit gréBerer Eisenmengen, kommt noch eine weitere Fehler- 
quelle ganz anderer Art hinzu. Die sich in der Natriumearbonat-Schmelze 
bildenden, in Alkalien unliéslichen Eisenoxyde haften hartniickig an der 
Tiegelwand und schlieBen gréBere Mengen an Kieselsiiure ein, wodurch 
ein viel zu niedriger Wert gemessen wird. Deshalb wird der Schmelz- 
kuchen grundsiitzlich, auch bei Abwesenheit von Eisen, direkt mit einem 

UberschuB an Salzsiiure (3 cm® statt 2 em*) versetzt und eine Stunde 

auf dem Dampfbad belassen. Hierbei liésen sich die Eisenoxyde prak- 
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tisch voéllig auf. Allerdings darf diese Methode nur bei den hier vor- 
liegenden geringen Kieselsiuremengen angewandt werden, da nur dann 
keine Gefahr fiir eine mégliche Polymerisation der Kieselsiure besteht “4. 


2. Bestimmung der Kieselsiure nach Ultrafiltration* 
Bei der AufschluBmethode (s. oben) bestimmt man die Gesamt- 
kieselsiure, hat aber keine Méglichkeit, zwischen verschiedenen Kiesel- 


siuren (,,molybdataktive’‘, Mono-, Oligo- oder Polykieselsiiure) oder 


evtl. vorhandenen Kieselsiureverbindungen zu differenzieren. Hierzu 
ist es notwendig, native Lésungen méglichst schonend so vorzubereiten, 
daB man sie direkt analysieren kann. 

Man kann die Proteine selbstverstaéndlich mit den iiblichen EiweiBfallungs- 
mitteln beseitigen. Die dabei benutzten Reagenzien sind aber im allgemeinen recht 
aggressiv und wiirden méglicherweise empfindliche, im natiirlichen Milieu vor- 
handene Verbindungen zerstéren. AuBerdem werden die Milieubedingungen ziem- 
lich stark verandert, so daB man nie ganz sicher sein kann, ob die erhaltenen 
Extinktionen noch der gleichen Eichkurve folgen. 

Auf der Suche nach schonenderen Methoden ergab es sich, dab 
die nach der Ultrafiltration von Blutplasma und -serum durch eiweib- 
dichte Filter im Filtrat noch vorhandenen, niedrigmolekularen Poly- 
peptide keinen EinfluB auf die Analyse der Kieselsiiure mehr besitzen. 
Damit kann man in Verbindung mit unserer Analysenmethode (Teil I), 
unter Umgehung der vielen, beim AufschluB vorhandenen Fehlerquellen 
Kieselsiure in ihrer nativen Verbindungsform zur Analyse bringen. Um 
Komplikationen durch Konzentrationsiinderungen auszuschlieBen, mu 
dafiir Sorge getragen werden, daf} nur ein kleiner Teil der eingesetzten 
Fliissigkeit das Filter passiert. 

Zur Filtration benutzten wir die Filtereinsatzbecher der Christ- 
Kiihlzentrifuge III KS. Es wird also nicht mit Uberdruck oder Vakuum 
filtriert, vielmehr benutzt man dabei die Zentrifugalkraft. Das hat den 
Vorteil, daB man die Filtrationsgeschwindigkeit (durch Regulierung der 
Tourenzahl) leicht und recht genau einhalten und reproduzieren, dar- 
iiber hinaus aber auch die Temperatur variieren und relativ konstant 
halten kann. 

Die von der Firma gelieferten Becher sind in ihrer Standardausfiihrung nicht 
fiir Kieselsiureanalysen geeignet, da in der Innenausstattung kieselsiurehaltige 
Materialien verwendet werden. Wir haben deshalb alle Glaseinsatze und Porzellan- 
siebplatten durch solche aus Plexisglas, alle Gummidichtungsringe durch solche 
aus Kunststoff ersetzt. Dariiber hinaus muB man dafiir Sorge tragen, daB die 
Analysenfliissigkeit nicht mit dem umgebenden Messing in Beriihrung kommt, da 
hieraus, besonders wenn es sich um saure Lésungen handelt, Stoffe in Lésung 
gehen, die einen héheren Kieselsiuregehalt vortéuschen. Eine weitere Quelle fiir 
Blindkieselsiure besteht in der Anwendung von untergelegten Schutzfiltern aus 
Papier. Diese enthalten nimlich wechselnde, leichtlésliche Mengen an Kiesel- 
siiure (etwa 1 y SiO, pro Filter), weshalb wir grundsatzlich ohne Schutzfilter 
filtrieren. Man sollte iberhaupt alle Blindkieselsiurequellen moéglichst ausschlieBen, 
da die Menge an stérender, hinzukommender Kieselsiure je nach Herkunft in 

4H. Baumann, Kolloid-Z. 162, 28 [1959]. 

* Diese Methode wurde zu Anfang von Herrn Dr. G. Berg ausgearbeitet. 
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wechselnder Weise von den Filtrationsbedingungen abhingen, die aber ihrerseits 
bei eiweiBhaltigen Losungen anders sind als bei eiweiftreien, mit denen man die 
Blindwerte bestimmt. 

Nach der in Teil IV beschriebenen Methode wurde im Ultrafiltrat 
von physiologischen Kochsalzlésungen in je drei Bechern ein Blindwert 
von nur 0,3 y SiO, gefunden. Obgleich hierbei ein Filtrationsvolumen 
von insgesamt 2—4 cm* gemessen wurde (gegeniiber 1 bis 1,5 bei eiweib- 
haltigen Lésungen), muB dieser Wert immer abgezogen werden, da er 
nicht von dem Filtrationsvolumen (Konzentration), sondern von der 
Filtrationsdauer abhingig ist. Die im Filtrat gefundenen Werte fiir die 
Kieselsiiurekonzentration schwanken bei mehreren Messungen ein und 
derselben Plasmaprobe im Mittel um +- 0,1—0,2 y SiO,. Damit wird 
hier eine Genauigkeit erreicht, die etwa der bei der Aufstellung der 
Eichkurve mit Standardlésungen ermittelten entspricht. Die Kiesel- 
siureanalyse nach Ultrafiltration ist also wesentlich genauer als die 
nach der AufschluBmethode; allerdings ist sie nur auf Lésungen be- 
schriinkt. 


III. Ergebnisse und Diskussion 


Die beschriebenen Methoden sind grundsiitzlich geeignet, Kiesel- 
siiure in jedem biologischen Material zu bestimmen. Hier soll als Test- 
substanz nur Rinderblut bzw. -blutplasma besprochen werden. Die 
Analyse anderer biologischer Fliissigkeiten, Organe oder Gewebe sei 
einer spiteren Veréffentlichung vorbehalten. 

In Tab. 3 sind die Kieselsiiturekonzentrationen im Blut und Blut- 
plasma von 12 verschiedenen Rindern angegeben. 

Tab. 3. Kieselsauregehalt im Blut und Serum verschiedener Rinder 
(Angaben in y SiO,/cm’*). 























Ungefahres | Gesamtblut Plasma nach 

Alter nach ites. 

(Jahre) AufschluB AufschluB fAisation 
RNR tear fejis) as cer l!/, 2,0 2,2 2,3 
Oo a ae a a 1?/, 2,5 2,6 2,7 
OUTED Sy. 1*/, 2,2 2,2 2,4 
APES AN oe aS H/, AY | 2,4 1,9 
EDO eos Sa7 heat-set lave LY, 1,8 1,9 1,7 
Lo ee eer 1/, 2,3 1,9 1,9 
i SS ee ae ee 1"/, 2,3 2,2 2,7 
el gel ae ea ag 21/4 1,7 2,5 2,8 
oo ae Gk 21/5 1,2 1,5 1,6 
OMB e is es whe 2"/o 2,0 2,8 2,4 
Re er ese sas i) 1,9 2,3 2,5 
‘ee eee eee 7 1.4 1,4 l,: 
DARE Oe. ood) a: Ok: ek Mw 1,92 | 2,15 2,18 
Schwankungen 0,45 
mittl. Konzentrationsbereich . . . . 1,5—2,4 1,7—2,6 
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Die AufschluBwerte sind Mittelwerte aus 3 bis 4 Aufschliissen, wihrend bei 
der Ultrafiltration 2 bis 3 Werte vollauf geniigten. Die Abweichungen der Einzel- 


messungen liegen im angegebenen Bereich. Das Blut wurde im Schlachthof 


direkt aus der Halsschlagader in ein vorbereitetes, mit Heparin versetztes Kunst- 
stoffgefaéB einflieBen gelassen. Dieses enthielt 10 em* Liquemin (Firma Hoffmann- 
La Roche AG) auf 280 bis 350 cm’? Gesamtblut. Die dadurch entstehende Ver- 
diinnung von etwa 3°, wurde nicht beriicksichtigt, ebenso der Kieselsiuregehalt 
des Liquemins, der etwa 4 y SiO,/cm® betragt. Ein Teil des Blutes wurde direkt 
durch AufschluB analysiert (Gesamtblut), in einem anderen Teil wurde das Plasma 
durch Zentrifugieren von den Blutkérperchen getrennt (5—10°; 3000 U./Min. = 
1200 xg; 1 Stde.) und der Kieselsiuregehalt des Plasmas sowohl nach AufschluB 
als auch nach Ultrafiltration bestimmt. 

Wie Tab. 3 zeigt, stimmen die AufschluBwerte im Plasma sehr gut 
mit denen nach Ultrafiltration iiberein. Das darf wohl als Beleg fiir die 
absolute Richtigkeit der nach beiden Methoden gewonnenen Werte be- 
trachtet werden. Unter dieser Annahme kiénnen somit folgende Schliisse 
gezogen werden: 

1. Die Kieselsiiurekonzentration im Blutplasma von Rindern liegt 
im Mittel bei 2,2 y SiO,/em* in einem mittleren Schwankungsbereich 
von 1,7—2,6 y SiO,/em® und ist unabhingig von Alter und Geschlecht. 

2. Die Kieselsiiurekonzentration in den Blutkérperchen entspricht 
etwa derjenigen im Plasma. 

3. Die Kieselsiure liegt im Plasma in molybdataktiver Form vor 
und ist an Eiweif oder andere hochmolekulare Substanzen weder ge- 
bunden noch adsorbiert. 

DaB der Kieselsiurespiegel im Blut von Rindern eine Konstanz 
von im Mittel + 20°, zeigt, ist erstaunlich, besonders im Hinblick dar- 
auf, daf gerade Rinder als Pflanzenfresser erhebliche Mengen an Kiesel- 
siure mit der Nahrung aufnehmen. Da die Tiere véllig wahllos heraus- 
gegriffen wurden, sollte man erwarten, daf man gréBere Schwankungen 
findet, die vom jeweiligen Zustand (Ernihrung usw.) abhingig sind. 
Es sei darauf hingewiesen, dai wir das Blut von weit mehr als den in 
Tab. 3 angefiihrten 12 Rindern zu verschiedenen Jahreszeiten unter- 
suchten, wobei die gemessenen Werte ausnahmslos im etwa gleichen 
Bereich lagen. Das deutet, besonders aber auch in Verbindung mit dem 
ungewohnlich niedrigen Wert (selbst die mit dem Wasser aufgenom- 
mene Menge ,an Kieselsiure liegt schon erheblich héher), darauf hin, 
daB die Anwesenheit der Kieselsiure im Organismus nicht dem Zufall 
iiberlassen bleibt, sondern daB ein Regulationsmechanismus _ besteht 
(Niere ?), der dafiir sorgt, dafi der Kieselsiurespiegel immer auf einem 
bestimmten, relativ niedrigen Niveau gehalten wird. Ob die Kiesel- 
siure dariiber hinaus irgendeine Bedeutung fiir den Stoffwechsel be- 
sitzt, kann hieraus zwar noch nicht abgeleitet werden, ist aber auch 
nicht auszuschlieBen. 

Der etwas niedriger liegende Mittelwert der Konzentration im 
Gesamtblut ist unerheblich und liegt innerhalb der Fehlergrenzen der 
Analysenmethode. Einzeluntersuchungen der Blutkérperchen zeigten im 
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allgemeinen auch praktisch die gleiche Konzentration wie im Blut- 
plasma. Allerdings sei schon jetzt bemerkt, daB die Konzentration in 
den Leukocyten anscheinend wesentlich héher ist. 

Aus den Ultrafiltrationswerten (Direktbestimmung!) geht hervor, 
daB die Kieselsiure im Blutplasma in molybdataktiver Form vorliegt. 
Die Annahme einer speziellen Bindung an niedrigmolekulare, ultra- 
filtrierbare Stoffe ist zwar nicht auszuschlieBen, aber doch sehr un- 
wahrscheinlich. Denn eine solche, fiir Kieselsiure schon recht un- 
gewohnliche, im wiaBrigen Medium einigermafBen stabile Verbindung 
miiBte dann wihrend der zur Analyse benétigten Zeit im sauren Milieu 
vollstiindig hydrolysieren. Andererseits kann eine auch lockere Bindung 
der Kieselsiure an Proteine ausgeschlossen werden, da der gebundene 
Anteil im Ultrafilter zuriickgehalten werden mii®te. Bei Versuchen, 
bei denen zum Blutplasma Monokieselsiure zugegeben wurde (bis zu 
30 y SiO,/em’), konnte diese im Filtrat quantitativ wiedergefunden 
werden; auch bei diesen héheren Konzentrationen findet also keine 
Adsorption an EiweiB statt. 


IV. Methodik 


Es wird nur mit bidest. Wasser, das praktisch kieselsiurefrei ist, und mit 
analysenreinen Substanzen gearbeitet. 

Verwendete Lésungen: 

1. Eisessig. 

2. Sulfatgemisch: 17,46 g NaHSO,-H,O + 23,71 g Na,SO,-10H,O mit Wasser 
auf 100 cm? (2m an SO,”°). 

3. 10proz. waBr. Ammoniummolybdatlésung. 

4. 42g (0,2 Mol) Citronensaéure + 20 cm* 2n HCl (Lésg. 8) mit Wasser auf 

100 cm*. 

. Reduktionslésung: 0,20 g Kikonogen [1-Amino-naphthol-(2)-sulfonsaure-(6) | 
werden in 100 cm® einer Lésung mit 2,4°%, Na,SO,-7H,O und 12%, Na,S,O, ge- 
lést. Vor jeder Versuchsreihe werden 0,20 g Ascorbinséiure in 10 cm* dieser 
Lésung frisch gelést. 

6. O.ln KMnO,: Die Lésung muff immer frisch hergestellt werden, da bei lan- 
gerem Stehenlassen Kieselsiure in Lésung geht und die kaufliche Perman- 
ganatlésung viel Kieselséiure enthalt. 

7. Im Natrium-Kaliumcarbonat: 0,5 Mol K,CO, + 0,5 Mol Na,CO, + Was- 
ser auf ] J. 

8. 2n HCI: Hergestellt durch Einleiten von Chlorwasserstoff (aus NaCl + H,SO,) 
in Wasser. Die Lésung wird durch Titration gegen Lésg. 7 eingestellt. 


ol 


1. Analyse 

In 25-cm?-Koélbchen werden 5 cm® Eisessig, (10—y) em? Wasser und y cm* 
(héchstens 10) der zu untersuchenden Lésung und zuletzt 2cm* des Sulfat- 
gemisches gegeben. Diese Lisung wird, wenn nétig, tropfenweise mit Perman- 
ganat bis zur bleibenden Violettfarbung und mit 1 cm* Molybdat versetzt (bei 
héheren Phosphatkonzentrationen kénnen auch 2 cm* Molybdat angewandt wer- 
den). Die Bildung der gelben Komplexe wird durch 7 Min. langes Erwarmen 
auf 60° (Wasserbad) beschleunigt. Nach Abkithlung wird das Koélbchen 5 Min. 
in einem raumtemperierten Wasserbad belassen und 5 cm? Citronensdure zu- 
gegeben. Da der Phosphatkomplex erst nach 15 Min. vdéllig zerstért ist, werden 
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0,5 em? der Reduktionslésung erst nach mindestens 20 Min. zugesetzt, auf 25 em® 
aufgefiillt und die Extinktion etwa 20 Min. spaiter abgelesen (Beckman Spektral- 
photometer, Modell B; A = 800 mu; Spaltbreite = 0,1—0,15 mm; je nach Farb- 
tiefe 10- oder 50-mm-Kiivetten). Als Vergleichslésung dient ein Gemisch von 
5 cm? Eisessig, 18 cm* Wasser und 2 cm* Sulfatgemisch. Der Reagenzienblind- 
wert wird gesondert bestimmt, ebenfalls die durch die evtl. Farbung der zu 
untersuchenden Lésung hervorgerufene Blindextinktion, die hier aber immer 
gleich 0 war. Vom Zeitpunkt der Molybdatzugabe an ist die Lésung vor Sonnen- 
einstrahlung zu schiitzen, da dadurch der gelbe Phosphatkomplex bereits redu- 
ziert werden kann. 


2. AufschluB 

2 his 3 g (baw. cm*) der zu untersuchenden Substanz werden im Platintiegel 
(Inhalt etwa 15 cm*) mit 2 em? der Na,CO,/K,CO,-Lésung versetzt und iiber Nacht 
im Trockenschrank (110°) eingetrocknet. Der Riickstand wird im Muffelofen 
(Heraeus MR 17) vorsichtig bei bedecktem Tiegel verascht. Die Veraschung setzt 
bei etwa 250° ein. Deshalb wird zuerst 2 Stdn. auf 200 bis 240° erhitzt und dann 
stufenweise iiber 2 Stdn. auf 300 bis 320° aufgeheizt. Die weitere Temperatur- 
erhéhung kann nun schneller erfolgen, und zwar in etwa 114 Stdn. auf die End- 
temperatur von 700°, die 2 Stdn. beibehalten wird. Die meist noch nicht voll- 
staindig verbrannte Substanz wird nun iiber freier, voller Bunsenflamme unter 
gleichzeitigem Einleiten von Sauerstoff véllig verascht und geschmolzen, was im 
allgemeinen 1 bis 2 Min. in Anspruch nimmt. Die abgeschreckte Schmelze wird 
mit 3 cm? 2n HCl versetzt, 60 Min. auf dem Dampfbad ausgezogen, quantitativ 
in ein 25-cm*-K6élbchen iibergefiihrt, zur vélligen Neutralisation 1 cm* Na,CO, 
K,CO,-Lésung zugesetzt und auf 25 cm® aufgefiillt. Diese Lésung wird in ein 
Kunststoffgefa8 filtriert und ist zur Analyse bereit. In 2 cm® dieser Loésung wird 
der Phosphatgehalt ermittelt und, wenn dieser es zulaBt, 10 cm? zur Kieselsaure- 
analyse verwandt, so daB eine Doppelbestimmung méglich ist. 

Durch den AufschluB erhéht sich bei Anwendung von 10 cm* der Blindwert 
je nach Bedingungen von 0,5 auf 2 bis 4 + 0,3 y SiO, und damit der mittlere 
Fehler auf + (0,7 + 30/7)°. 


3. Ultrafiltration 

In die véllig mit Kunststoff ausgekleideten Ultrafiltrationseinsaétze zur Kiih|1- 
zentrifuge ITI KS der Firma Christ, Osterode, wird ein durch sorgfaltiges Ab- 
tupfen getrocknetes Ultrafilter LSG 60 der Membranfiltergesellschaft, Gottingen, 
eingelegt und etwa 5—10cm* der zu untersuchenden Lésung (in diesem Falle 
unbehandeltes Blutplasma) eingefiilit. Fiir jede Probe werden je 3 Einsatzbecher 
eingesetzt und zentrifugiert (2 Stdn.; 4500 U./Min. ~ 3250xg; 8 bis 12°). Die 
3 Filtrate werden vereinigt, soviel wie méglich genau abpipettiert (bei Blutplasma 
meist | bis 1,5. cm?) und direkt zur Analyse verwandt. Hierbei muB zur Aus- 
schaltung der reduzierenden Substanzen unbedingt mit Permanganat oxydiert 


werden. 
‘ 


Ich danke Fraulein I. Roos und Frau R. Schmidt fiir wertvolle Mitarbeit 
bei der Durchfiihrung der Analysen. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Methode zur Bestimmung der Kieselsiure in biolo- 
gischem Material beschrieben, die den EinfluB von Phosphat, Eisen 
und reduzierenden Substanzen ohne ihre vorherige Beseitigung aus- 


schlieBt. Die Proteine werden durch Verbrennung oder — bei Fliissig- 
keiten — durch Ultrafiltration beseitigt. Nach Reduzierung der Blind- 


werte auf ein ertriigliches Ma wird mit beiden Protein-Entfernungs- 
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methoden im Rinderblut ein gegeniiber friiheren Werten erstaunlich 
niedriger und relativ konstanter Gehalt von 2,2 y SiO,/em® Blut bzw. 
Plasma gefunden. Die Kieselsiiure liegt im Rinderblut in molybdat- 
aktiver Form vor und ist nicht an Eiwei®B oder andere hochmolekulare 
Substanzen gebunden. 


Summary 

A method for the determination of silicic acid in biological material 
is described, which is not influenced by the presence of phosphate, 
iron and reducing substances. Protein is removed by combustion or, 
in the case of fluids, by ultrafiltration. Blanks are reduced to a toler- 
able value. Using both protein elimination methods, an amazingly low 
(compared with former values) and relatively constant content of 2,2 y 
SiO,/em* blood or blood plasm has been found in bovine blood. 

The silicic acid is present in bovine blood in a molybdate reactive 
form and is not bound to protein or other high molecular weight 
substances. 


Dr. H. Baumann, Silikose-Forschungsinstitut der Bergbau-Berufsgenossen- 
schaft, Bochum, Hunscheidtstr. 12. 
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Uber esteratische 
Wirkungen von Kallikrein und Trypsin 
und ihre Hemmung 
durch Kallikrein- und Trypsininhibitoren’' 
Von 
E. Werle und B. Kaufmann-Boetseh 


Aus dem Klinisch-Chemischen Institut an der Chirurgischen Klinik der Universitat Miinchen 
(Leiter: Prof. Dr. Dr. E. Werle) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Januar 1960) 


Herrn Prof. Dr. E. Bamann zum 60. Geburtstag 


Versetzt man Blutserum mit Kallikrein, so wird eine darm- und 
uteruserregende, blutdrucksenkende Substanz frei, die wir als Kallidin 
bezeichnet haben2. Sie entsteht aus einer hochmolekularen Substanz, die 
der «,-Globulinfraktion angehért. Das Kallidin hat die Eigenschaften 
eines Polypeptids. Die Vermutung, daB die Abspaltung des Kallidins aus 
dem «,-Globulin einen proteolytischen Vorgang darstellt, erschien um 
so mehr berechtigt, als auch Trypsin aus der «,-Globulinfraktion ein 
Polypeptid, das Bradykinin, freilegt, das sich chemisch und pharmakolo- 
gisch von Kallidin nicht unterscheidet. Nun Vermag aber Trypsin nicht 
nur Peptid-, sondern auch Esterbindungen zu hydrolysieren. Nach 
Schwert und Mitarbeitern®? werden Aminosiureester, nach Hofstee! 
auch Fettsiiureester des p-Nitro-phenols und Ester der m-Hydroxy- 
benzoesiure durch Trypsin hydrolysiert. Die Esterasewirkung des Tryp- 
sins ist durch Sojabohneninhibitor in gleicher Weise hemmbar wie dic 
peptidspaltende Wirkung. Es besteht also die Méglichkeit, daB bei der 
Freilegung ven Bradykinin bzw. Kallidin nicht eine Peptid-, sondern 
eine Esterbindung zerlegt wird. In diesem Zusammenhang interessierte 
es uns, ob Ester- oder Amidsubstrate des Trypsins durch Kallikrein an- 
gegriffen werden und ob die Kallidinbildung aus Serum durch diese Ver- 
bindungen beeinfluBt wird. 


1 Vorlaufige Mitteil.: E. Werle u. B. Kaufmann-Boetsch, Naturwissen- 
schaften, 46, 559 [1959]. 

2 E.K. Frey, H. Kraut u. E. Werle, Kallikrein, Verlag Ferdinand Enke, 
Stuttgart 1950. 

3G. W.Schwert, H. Neurath, 8. Kaufman u. J. E.Snoke, J. biol. 
Chemistry 172, 221 [1948]. 
4B. H. J. Hofstee, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 24, 211 [1957]. 
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Methodik und Ergebnisse 


I. Kallikreinpraparate 
Fir die vorliegende Untersuchung wurde Kallikrein aus Submaxillaris- und 
Pankreasdriisen vom Schwein und aus menschlichem Urin verwendet. Die Aktivitat 
der Praparate wurde am Blutdruck des narkotisierten Hundes bestimmt?, ihr 
Reinheitsgrad ist in y Protein/KE* angegeben (Proteinbestimmung anhand der 
Biuret-Reaktion®). Uber die Gewinnung wird an anderer Stelle berichtet. 


II. Vergleich der enzymatischen Wirkung von Kallikrein 
mit der des Trypsins 
1. Proteolytische Aktivitit 

Die proteolytische Aktivitét von Trypsin (Trypsin, Worthington, 2  krist., 
salzfrei) und von Kallikrein wurde nach Anson® bestimmt. Anhand einer EKich- 
kurve wurde die Aktivitaét von Kallikrein mit der von Trypsin verglichen. 

Submaxillariskallikrein (180 KE/Ansatz; 2,5 y Protein/KE) zeigte 
keinerlei proteolytische Aktivitit gegeniiber Hiamoglobin. Pankreas- 
kallikrein (180 KE/Ansatz; 8 y Protein/KE) besaB eine ganz schwache 
proteolytische Aktivitit, die pro KE etwa der von 0,12 y Trypsin ent- 
sprach. Unreinere Priiparate (22 y/KE) hatten eine hohe proteolytische 
Aktivitit. Sie entsprach pro KE etwa der von 1 y Trypsin. Diese Ak- 
tivitaét war weder durch Sojabohneninhibitor (1 y Inhibitor/y ,,Trypsin*’) 
noch durch Inhibitor aus Rinderlunge (1 KIE/IKE) oder Ohrspeichel- 
driisen (1 KIE/KE) hemmbar (s. Abschnitt IIL). Die proteolytische 
Wirkung des weniger gereinigten Kallikreinpriiparates aus Pankreas 
ist also nicht auf eine Verunreinigung durch Trypsin oder Chymotrypsin 
zuriickzufiihren. 


2. Esteraseaktivitit mit Benzoyl-L-arginin-ithylester 
als Substrat 

a) Papierchromatographie 

Benzoyl-L-arginin (BA) und sein Athylester (BAEE) werden papierchromato- 
graphisch durch Butanol/Kisessig/Wasser 40: 10:50 scharf getrennt (BA: Ry = 0,63; 
BAEE: Rp = 0,77). Absteigende Chromatographie auf Whatman-Nr. 1-Papier. 
Entwicklung der Flecke mit dem Guanidin-Reagenz nach Weber’, bestehend aus 
gleichen Volumina 10proz. Losungen von Nitroprussidnatrium, Kaliumhexacyano- 
ferrat (III) und Natronlauge; Verdiinnung dieser Lésung mit 3 Vol. Wasser. Das 
Reagenz kann 30 Min. nach der Herstellung verwendet werden. Es ist nur wenige 
Tage haltbar. Guanidin und Guanidinderivate ergeben eine orangegelbe Farbe. 


Zur Bestimmung der Spaltbarkeit von BAEE wurden die Kalli- 
kreine und Trypsin mit BAEE-Lésung bei py 8 und Zimmertemperatur 
30 Min. inkubiert, anschlieBend wurde chromatographiert (Abb. 1). 


5 T. KE. Weichselbaum, Amer. J. clin. Pathol. (Techn. Sect.) 10, 40 [1946]. 

6 M. L. Anson, J. gen. Physiol. 20, 561 [1937]. 

7 C.J. Weber, J. biol. Chemistry 78, 465 [1928]. 

* Es werden folgende Abkiirzungen verwendet: KE = Kallikrein-Einheit 
(Definition s. 1]. ¢.2); KIE = Kallikrein-Inhibitor-Einheit (Definition s. Legende zu 
Abb.6); BA = Benzoylarginin; BAEE = Benzoyl-L-arginin-athylester; BANA = 
V*. Benzoyl-pi-arginin-/-naphthylamid. 
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der Spaltung von Benzoyl-L-arginin-athylester 
(BAEE). Leitchromatogramme: 500 y Benzoy!- 
L-arginin (BA)/Fleck; 500 y BAEE/Fleck; 500 y 
BA + 500 y BAEE/Fleck. Ansatze : 500 y Trypsin | 
(T) + 500 y BAEE/Fleck; 1,5 y Submaxillaris- 
kallikrein (SK) + 500 y BAEE/Fleck; 1,5 y = | 
Pankreaskallikrein (PK) + 500 y BAEE/ Fleck. a 


f 
| 
| 
Abb. 1. Papierchromatographischer Nachweis | 
| 
| 





b) Spektrophotometrie 

Die BAEE-Spaltung wurde nach Lundh® durchgefiihrt, wobei anstelle von 
Trispuffer m/15 Phosphatpuffer, pH8, verwendet wurde*. Es wurde im Beckman 
Spektrophotometer DU bei 4 = 253 my (Spaltbreite 1,7 mm, Schichtdicke 
d = 10 mm) gemessen. 

Ansatze: 2 ml 0,00lm BAEE-Lésung in m/15 Phosphatpuffer plus 1 ml 
Kallikreinlésung (2—20 KE/ml in m/15 Phosphatpuffer). Es wird die Zeit fiir den 
Anstieg der optischen Dichte von 0,2 bis 0,3 gestoppt (unter Beriicksichtigung der 
Eigenabsorption der verwendeten Kallikreinpraparate). Vergleichsversuche mit 
Trypsin wurden in gleicher Weise durchgefiihrt. Ansitze: 2 ml 0,00lm BAEE 
plus 1 ml Trypsinlosung (10—100 y Trypsin in m/15 Phosphatpuffer). 

Wie aus der papierchromatographischen, so geht auch aus der spek- 
trophotometrischen Untersuchung hervor, dai BAEE durch Sub- 
maxillariskallikrein gespalten wird. \WWie Abb. 2 zeigt, ist die Abhiingig- 
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Abb. 2. Vergleich der Spaltungsgeschwindigkeit von BAEE durch Submaxillaris- 
kallikrein (SK; 40 y Protein/KE; Ordinate wie Abb. 3) und krist. Trypsin (T). 
Abb. 3. Spaltung von BAEE durch Pankreas- und Submaxillariskallikrein. 
e Pankreaskallikrein (12 y Protein/KE); O = Submaxillariskallikrein 

a (1,6 y Protein/KE). 
8 G. Lundh, Scand. J. clin. lab. Invest. 7, 242 [1955]. 
* Der von Lundh beschriebene Puffer enthalt CaCl,, das mit unseren 
phosphatpufferhaltigen Kallikreinpraparaten Niederschliage verursacht, die Kalli- 
krein adsorbieren. 
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keit der Spaltgeschwindigkeit von der Konzentration bei Kallikrein und 
Trypsin nahezu gleich. Die Esteraseaktivitiit von 5 KE entspricht etwa 
der von 25 y Trypsin. 

In gleicher Weise wurde die esteratische Aktivitiét von Pankreas- 
mit der von Submaxillariskallikrein verglichen. Wie Abb. 3 zeigt. 
verhalten sich Pankreas- und Submaxillariskallikrein in Bezug auf ihre 
esteratische Wirksamkeit iiber einen weiten Konzentrationsbereich voll- 
stiindig gleich, d. h. in diesem Bereich stimmen pharmakologische und 
esteratische Aktivitit vollkommen iiberein. 

Die esteratische Wirkung von Submaxillariskallikrein ver- 
schiedenen Reinheitsgrades wurde mit der gleichen Methode ver- 
glichen. Wie aus Abb. 4 zu ersehen, ist die esteratische Aktivitét der Kalli- 
kreinpriparate, bezogen auf gleiche Kreislaufaktivitit, véllig identisch. 
Diese Tatsache spricht eindeutig fiir die Identitit der blutdrucksenkenden 
mit der esterspaltenden Substanz, mit anderen Worten, die Esterspaltung 
ist nicht durch eine Begleitsubstanz der Kallikreine verursacht. 
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Abb. 4. BAEE-Spaltung durch Submaxillariskallikreine verschiedenen Reinheits- 
grades, @ 1,6 y Protein/KE; O 42 » Protein/KE; 9 95 y Protein/KE; 
©@ = papierelektrophoretisch gereinigtes Kallikrein; etwa 0,6 y/KE. 


Beim Harnkallikrein (gewonnen aus menschlichem Urin) sind 
quantitative Messungen selbst bei reineren Priiparaten (35 y Protein/K E) 
infolge der hohen Eigenabsorption stark erschwert. Doch wurde in orien- 
tierenden, papierchromatographischen und spektrophotometrischen Ver- 
suchen festgestellt, daB die BAEE-spaltende Wirkung um etwa 80°, 
niedriger liegt als die von Submaxillaris- und Pankreaskallikrein gleicher 
Kreislaufaktivitit. Es bleibt noch zu priifen, ob die Esteraseaktivitit 
mit zunehmendem Reinheitsgrad sich der der anderen Kallikreine an- 
gleicht, oder ob ein Unterschied bestehen bleibt (s. Abschnitt LV). 
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Abb. 5 zeigt die po-Abhingigkeit der BAEE-Spaltung bei Sub- 
maxillaris- und Pankreaskallikrein. 

Zur Einstellung der py-Werte wurde der Universalpuffer nach Britton und 
Robinson® verwendet. Jenseits von py 10,2 werden die Messungen durch die 
spontane Verseifung des Esters und die beginnende Zersetzung der Kallikreine 
verfalscht. 
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3. Zur fermentativen Spezifitit des Kallikreins 
a) N*-Benzoyl-DL-arginin-£-naphthylamid (BANA) 

Zu den synthetischen Substraten fiir das Trypsin gehért das BANA. 
Es interessierte uns, ob auch Kallikrein BANA angreift. Die Spaltung 
von BANA wurde unter Verwendung der Methode der Naphthylamin- 
bestimmung von Riedl und Wiinsch?® verfolgt. 

10—100 y Trypsin Veronalpuffer (Veronalnatrium, Natriumacetat, 
Kaliumoxalat, HCl); 0,5 ml methanol. BANA-Lésung (5 mg/ml); Gesamtvolumen 
5 ml, Versuchsdauer 30 Min.; Temperatur 37°. Nach beendeter Inkubation wird 
zum Versuchsansatz 1 ml 0,4proz. Echtblausalz-B-Lésung zugegeben und nach 
weiteren 3 Min. die Reaktion mit lm Trichloressigsiure gestoppt. Der Farbstoff 
wird mit Essigester ausgeschiittelt und die Farbintensitat im Eppendorf-Spektro- 
photometer bei 546 my bestimmt. Fiir die Ansitze mit Kallikrein wurden Pankreas- 
kallikrein (100 KE/Ans.; 22 y Protein/KE) und Submaxillariskallikrein (120 KE/ 
Ans.; 26 y Protein/KE) verwendet. 

ErwartungsgemifS wurde die eingesetzte Menge an BANA schon 
durch 10 y Trypsin gut meBbar gespalten, durch Kallikrein jedoch iiber- 
haupt nicht angegriffen, obwohl bis zu 120 KE/Ansatz eingesetzt worden 
waren und (wenigstens beider BAEE-Spaltung) schon 20 KE ebenso wirk- 
sam waren wie etwa 100 y Trypsin. Erwiihnt sei, daB auch Tyrosin-iithy|- 
ester durch gereinigtes Submaxillariskallikrein nicht angegriffen wird. 
b) Tributyrin 

Die Tributyrinspaltung wurde stalagmometrisch nach Bamann und U1II- 
mann"™* bestimmt. Fiir die Bestimmung wurde m/15 Phosphatpuffer nach 
Sorensen, pH7,5, verwendet. 


» H. M. Rauen, Biochem. Taschenbuch, 8. 649, Springer-Verlag, Heidelberg 
(1956). 

10 A. Ried], E. Wiinsch u. A. Hartl, diese Z. 316, 61 [1959]. 

1 E. Bamann u. E. Ullmann, Biochem. Z. $12, 23 [1942]. 

* Fir freundliche Hilfe bei der Einiibung der Methode danken wir Herrn 
Prof. Dr. E. Bamann und Dr. E. Gebhardt, Pharmazeutisches Institut der 
Universitat Miinchen. 


Yo Hern i nung 








0) 


Bd. 319 (1960) Esteratische Wirkung von Kallikrein und Trypsin 57 


10 KE eines Submaxillaris-Priparates (96 y Protein/KE) hatten 
eine Aktivitét, die nach der Definition von Willstitter! etwa 1 
Butyrase-Kinheit entsprach. 

Selbst 300 KE eines iiber DEAE-Cellulose gereinigten Priipa- 
rates (41 y Protein/KE) zeigten dagegen keinerlei lipatische Aktivitat. Die 
bei dem ungereinigten Priiparat beobachtete Lipasewirkung ist also nicht 
auf Kallikrein, sondern auf eine verunreinigende Lipase zuriickzufiihren. 


c) Buttersiure-methylester 

Ester und Kallikrein wurden in m/15 Phosphatpuffer (pqH7,0, 7,5 und 8,0) 
bei 37° inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zusatz von 0,2n HCl abgestoppt und 
die Saure (Salzsiure + entwickelte Buttersaure) in bestimmten Zeitabstanden mit 
0,2n KOH titriert. 

Fiir die Versuche wurden je 100 KE Submavillariskallikrein (1,7 y 
Protein/KE) und Pankreaskallikrein (22 y Protein/KE) eingesetzt. In- 
nerhalb von 3Stdn. wurde der Buttersiiure-methylester durch Kallikrein 


auch nicht spurenweise hydrolysiert. 


Ill. Esterolytische und proteolytische Wirkung von Trypsin 
und Kallikreinin Gegenwart spezifischer Inaktivatoren 
1. Trypsin 
Die Hemmung der fermentativen Wirkung von Trypsin durch Sojabohnen- 
inhibitor*, Kallikrein-Inaktivator aus Rinderlunge'** und Rinderohrspeichel- 
driisen?*** wurde parallel fiir die Spaltung von Hamoglobin (Anson-Test®, 
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Abb. 6a Abb. 6b Abb. 6c 


\bb. 6. Hemmung der BAEK- (@) und Himoglobin-spaltenden (O) Wirkung von 
100 y Trypsin durch Sojabohneninhibitor (angegeben in y; Abb. 6a), Kallikrein- 
Inaktivator aus Rinder-Ohrspeicheldriisen (Abb. 6b) und aus Rinderlunge (Abb. 6c). 
| KLE (Kallikrein-Inaktivator-Einheit) ist diejenige Menge Inaktivator, welche die 
blutdrucksenkende Wirkung von 2 KE zu 50°, inaktiviert. 

12 R. Willstatter u. F. Memmen, diese Z. 129, 1 [1923]. 

SK. Werle u. W. Appel, Z. Naturforsch. 14b, 385 [1959]. 

* Sojabohneninhibitor krist., Fa. Worthington, New Jersey. 

** Uber die Gewinnung wird an anderer Stelle berichtet. 

*** Ohrspeicheldriisen-Inaktivator ,,Trasylol’ der Fa. Bayer, Leverkusen. 
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s. Abschnitt I, 1) und die Spaltung von Benzoyl-L-arginin-athylester (s. Abschnitt 
II, 2) bestimmt. 100 y Trypsin wurden jeweils mit den entsprechenden Inhibitoren 
bei px8 und 37° 10 Min. vorinkubiert, dann wurde sofort die Aktivitét gemessen. 

Wie aus Abb. 6 hervorgeht, wird durch alle Inaktivatoren die ester- 
atische Wirksamkeit etwas stiirker (bis zu 20°,) gehemmt als die proteo- 
lytische. 

2. Kallikrein 

Die Hemmung der BAEE-spaltenden Wirkung von Kallikrein durch die ver- 
schiedenen Inhibitoren wurde parallel mit der Abschwachung der Blutdruck- 
wirkung von Kallikrein durch diese Inhibitoren gemessen. Das Kallikrein wurde 
dazu mit den entsprechenden Inhibitoren 30 Min. bei py8 und 37° inkubiert und 
danach am Blutdruck des Hundes getestet. Die am Hund ermittelte Menge an 
Inhibitor, die 10 KE zu 50%, inaktiviert, wurde zu 10 KE zugesetzt, wie beschrieben 
vorinkubiert und — unter Beriicksichtigung der Eigenabsorption der Inhibitoren — 
die Geschwindigkeit der BAEE-Spaltung sofort gemessen. Die Versuche wurden 
mit Pankreas- (8,5 y Protein/KE) und Submaxillariskallikrein (1,7 y Protein/KE) 
durchgefiihrt. Fir die BAEE-Spaltung wurden EKichkurven aufgestellt und daraus 
die Hemmung ermittelt. 

Sojabohneninhibitor (bis zu 500 y/KE) hemmt weder die ester- 
atische noch die pharmakologische \WWirksamkeit von Kallikrein (s. Tab.). 
Diese Tatsache spricht erneut dafiir, daB die esterspaltende Fihigkeit 
dem Kallikrein selbst und nicht einer etwaigen Verunreinigung z. b. 
durch Trypsin zuzuschreiben ist. 

Fiir die beiden Kallikrein-Inaktivatoren stimmen, wie die Tabelle 
zeigt, die Werte fiir die Hemmung der Blutdrucksenkung und der Ester- 
spaltung sehr gut iiberein. 

Vergleich der hemmenden Wirkung von Kallikrein-Inaktivatoren auf die pharma- 
kologische und esterolytische Aktivitaét von Kallikrein. Vergleich mit Trypsin- 
Inhibitor aus Sojabohnen. 














Inaktivator Kallikrein % Hemmung der 
oun aus Blutdrucksenkung | BAEE-Spaltung 
aieihiiibiiiaee Submaxillaris | 0 0 
bits Pankreas | 0 0 
Rinder-Ohr- Submaxillaris 50 48 
speicheldriisen Pankreas | 50 47,5 
iedaslidns Submaxillaris | 50 50 
. = Pankreas 50 53 








IV. Hemmung der Bradykinin- und Kallidinbildung aus 
Serum durch Trypsin und Kallikrein in Gegenwart von 
Benzoyl-L-arginin-ithylester 

Wie erwihnt, spalten Trypsin und Kallikrein das gleiche Serum- 
globulin unter Freilegung von Bradykinin bzw. Kallidin. Es steht zur 
Diskussion!!>, ob bei der Freilegung von Bradykinin baw. Kallidin eine 

4 U. Hamberg u. M. Rocha e Silva, Arch. int. Pharmacodynam. Thérap. 
110, 222 [1957]. 

16 1}, Hamberg u. M. Rocha e Silva, Experientia | Basel] 138, 489 [1957]. 
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Kster- oder eine Peptidbindung gelést wird. Wenn Kallikrein einem Ge- 
misch von BAEE und Serum zugesetzt wird, miibte auf Grund der Kon- 
kurrenz der Substrate um das Ferment die Kallidinbildung gehemmt sein. 
Die gleiche Uberlegung gilt fiir Trypsin. Unsere Versuche ergaben, dah 
die Gegenwart von BAEE in der Tat zu einer Hemmung der Kallidin- 
bzw. Bradykininbildung fiihrt. 

Die Messung des in den Ansitzen gebildeten Kallidins oder Bradykinins er- 
folgte, wie friiher? beschrieben, am isolierten, in 8 m/l Tyrodelésung suspendierten, 
Meerschweinchendickdarm. Hebeliibertragung 1:4. Kallidinogen bzw. Brady- 
kininogen wurde in Form von frischem Menschen- und Rinderserum verwendet. 
BAEE wurde bei Zimmertemperatur unmittelbar vor der Kallikrein- bzw. Trypsin- 
lésung zugegeben und die entwickelte Kallidinmenge nach 2 Min., die Bradykinin- 
menge nach 1 Min. bestimmt. Um eventuell stérende Fermente des Serums aus- 
zuschalten, wurden auch Ansatze mit Seren durchgefiihrt, die 1 Stde. auf 57° 
erhitzt worden waren. Die Hemmwirkung bei Verwendung erhitzter und un- 
erhitzter Seren war jedoch praktisch gleich; es war lediglich die Kallidin- oder 
Bradykininbildung bei den erhitzten Seren deutlich erhoht. (Im erhitzten Serum 
ist die Kallidin- oder Bradykinin-Inaktivierung verlangsamt, weil das inaktivierende 
Ferment durch Erhitzen des Serums auf 57° gréBtenteils zerstort wird’). 

Bei der Messung des gebildeten Kallidins bzw. Bradykinins wurden die Darm- 
kontraktionen nach Einspritzung der Ansatze in die Suspensionsfliissigkeit 1 Min. 
lang bei arretiertem, dann 15 Sek. bei laufendem Kymographion geschrieben; 
dann wurde gespiilt und wieder arretiert. In Abb. 7 ist die Kontraktionshéhe nach 
1 Min. durch einen horizontalen Strich, der Beginn des Spiilens durch einen Pfeil 
bezeichnet. 

1. Ansétze zur Hemmung der Kallidinbildung durch BAEE: 0,5 miSerum 
+ 1,75 KE, gelést in 0,5 ml Wasser -+ BAEE, jeweils gelést in 0,05 ml Wasser. 
Ansatze ohne BAEE erginzt durch 0,05 ml Wasser. Injektionen von je 0,38 ml 
der Gemische. Ansatz mit Submaxillariskallikrein (1,7 y Protein/KE) s. Abb. 7a. 
Beim Ansatz mit Pankreaskallikrein (8,5 y Protein/KE) war die Kallidinbildung 
in Gegenwart von 250 und 500 y BAEE zu etwa 60 bzw. 80°, gehemmt. 

2. Hemmung der Bradykininbildung: Der Darm wurde zuniachst gegen 
Trypsin desensibilisiert. Fiir die Ansitze wurden 0,5 ml Serum mit 0,5 ml Trypsin- 
losung (= 500 y Trypsin) versetzt. Unmittelbar vor der Zugabe von Trypsin- 
lésung wurden jeweils 2,5 mg BAEE in 0,25 ml Wasser zugegeben. Nach | Min. 
wurde in 0,75 ml des Gemisches die entwickelte Bradykininmenge bestimmt 
(s. Abb. 7b). 

Aus Abb. 7 ist zu ersehen, daB die Kallidin- bzw. Bradykininbildung 
in Gegenwart von BAEE gehemmt ist. Die Hemmung ist nur bei sehr 
kurzer Reaktionszeit feststellbar, weil die Spaltungsgeschwindigkeit fiir 
BAKE durch Kallikrein bzw. Trypsin auch im Gemisch mit Serum sehr 
groB bleibt. Um eine Bradykininentwicklung iiberhaupt beobachten zu 
k6nnen, miissen zur Uberwindung des Antitrypsins des Serums verhiiltnis- 
miBig groBe Trypsinmengen zugesetzt werden, die wiederum BAKE 
auBerordentlich rasch zu spalten vermégen. Aus diesem Grunde wurde 
das entwickelte Bradykinin schon nach 1 Min. gemessen. Eine Hemmung 
der Kallidinbildung durch BAEE bei Verwendung von Harnkallikrein 
(35 y Protein/KE) konnten wir in Ubereinstimmung mit dem Befund, 
daB die verhiltnismaiBig unreinen Harnkallikreinpriiparate BAKE nur 
sehr wenig angreifen, unter den oben angegebenen Versuchsbedingungen 
nicht beobachten. 
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Abb.7. Hemmung der Kallidin- 
(a) und Bradykininbildung (b) 
ausSerum durch Benzoyl-L-argi- 
nin-athylester. Messung am iso- 
ay lierten Meerschweinchendick- 
darm in Tyrode-Lésung. Hebel- 
iibertragung 1:4, 3/, der natiir- 
lichen GréBe. a) Ansatz mit 
Rinderserum und Submaxilla- 
riskallikrein. 1: Ansatz + 500 y 
BAEE; 2: Ansatz + 250 y 
BAEE; 3: Ansatz ohne BAEE. 
b) Ansatz mit Menschenserum 
und Trypsin. 1: Ansatz mit 2,5 
mg BAEE; 2: Ansatz ohne 
BAEE. 
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Abb. 7a Abb. 7b 


Besprechung der Ergebnisse 

Unsere Versuchsergebnisse lassen eine gewisse Ahnlichkeit in der fer- 
mentativen Spezifitit des Trypsins und des Kallikreins, aber auch sehr 
eindeutige Verschiedenheiten erkennen, so daB allein auf Grund der ge- 
fundenen Spezifitatsunterschiede eine scharfe Abgrenzung von Trypsin 
gegen Kallikrein moglich ist. Ubereinstimmung ergibt sich in Bezug auf 
die Spaltbarkeit von Benzoyl-L-arginin-ithylester. 20 KE entsprechen 
in ihrer esterspaltenden Wirkung etwa 100 y kristallisiertem Trypsin. 
DaB die BAEE-Spaltung auf die Wirkung von Kallikrein und nicht auf 
eine Verunreinigung zuriickzufiihren ist, geht aus folgenden Tatsachen her- 
vor: 1. Gleich stark blutdrucksenkende Mengen von Kallikrein aus Pan- 
kreas und Submaxillaris spalten den Ester mit gleicher Geschwindigkeit. 
Bei der sehr verschiedenen Herkunft der Priiparate ist nicht anzuneh- 
men, da sie durch die selben Begleitsubstanzen und in genau gleichem 
Grade verunreinigt sind. 2. Die BAEE-spaltende Fihigkeit des Kalli- 
kreins aus Submaxillaris blieb bei der Reinigung auf das 200fache kon- 
stant. 3. Die Kallikrein-Inaktivatoren aus Rinderohrspeicheldriisen und 
Rinderlunge heben die BAEK-spaltende und die blutdrucksenkende 
Wirkung von Kallikrein in genau gleichem Mae auf, d.h. diejenige 
Menge der beiden Inaktivatoren, welche die blutdrucksenkende Wir- 
kung einer gegebenen Kallikreinmenge um 50°, verringert, hemmt auch 
die BAEE-spaltende Wirkung um 50°). 

Unter unseren Versuchsbedingungen erreicht die Spaltungsge- 
schwindigkeit von BAEE durch Submaxillariskallikrein bei pHs ein 
Plateau, das sich bis px10 erstreckt. Jenseits pyl10 werden die Messungen 
infolge der Spontanzersetzung des Esters und des Kallikreins unsicher. 
Nach dem sauren Bereich hin fillt die Spaltungsgeschwindigkeit rasch 
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ab und ist bei px5,5 praktisch gleich Null. Sehr aihnlich verliuft die 
pu-Aktivititskurve der BAEE-Spaltung bei Verwendung von Pankreas- 
kallikrein, mit dem Unterschied, daB das Plateau erst bei px9,5 erreicht 
wird und die Spaltung schon bei pu6 gleich Null ist. Eine geringe, aber 
doch nicht zu vernachlissigende Differenz tritt also in der Wirkung von 
Submaxillaris- und Pankreaskallikrein in Erscheinung. Ob die Tat- 
sache, das Harnkallikreinpriparate nur eine sehr schwache Fihigkeit 
zur Spaltung von BAEE besitzen, auf einem Unterschied im Bau des 
Harnkallikreins gegeniiber Pankreas- und Submaxillariskallikrein be- 
griindet ist, kann erst nach Messungen mit héher gereinigtem Harnkalli- 
krein entschieden werden. 

Bei Verwendung von Padutin (Bayer) beobachteten Habermann!® 
sowie Contzen, Holtz und Raudonat” eine Spaltung von Benzoyl- 
arginin-methylester, deren Geschwindigkeit nach Habermann’® bis 
pu9 zunahm und durch Cystein oder Sojabohneninhibitor nicht beein- 
flu8t wurde. 

Eine scharfe Abgrenzung von Trypsin gegen Kallikrein ist mit 
Hilfe des Sojabohneninhibitors méglich. Er hemmt die esterolytische 
Wirkung von Trypsin sehr stark, ist aber auf die des Kallikreins ohne 
EinfluB. Schon 50 y Inhibitor hemmen 100 y Trypsin zu 95%. Im Falle 
des Kallikreins jedoch wird die BAEE-Spaltung selbst durch 500 y In- 
hibitor/KE nicht gehemmt. Submaxillaris- und Pankreaskallikrein unter- 
scheiden sich auch scharf vom Trypsin in Bezug auf die Spaltung von 
Benzoylarginin-naphthylamid (BANA). Wahrend schon 10 y Trypsin 
230 y BANA eine gut meBbare Spaltung hervorrufen, sind selbst 180 
K E/230 y BANA ohne Wirkung. Bei der BAEE-Hydrolyse entsprach 
die Wirkung von 2 KE der von 10 y Trypsin. Nach orientierenden Ver- 
suchen wird auch Leucinamid und Tyrosinamid durch Kallikrein nicht 
hydrolysiert. 

Die Kallikreinpriparate greifen Tributyrin und Buttersiéiure-methy1- 
ester nicht an, haben also keine esteratische oder lipatische Wirkung im 
strengen Sinne der Enzymklassifizierung. Nach unseren Messungen be- 
sitzt ungereinigtes Pankreaskallikrein im Anson-Test mit Himoglobin 
als Substrat eine verhiltnismiBig hohe proteolytische Aktivitait: 1 KE 
entspricht in ihrer proteolytischen Wirksamkeit etwa 1 y Trypsin. Sie 
verschwindet bei weiterer Anreicherung des Kallikreins und ist nicht auf 
eine Verunreinigung durch Trypsin oder Chymotrypsin zuriickzufiihren, 
da die proteolytische Aktivitéit dieser Kallikreinpriparate durch Soja- 
bohneninhibitor nicht beeinfluBt wird. 

Kallikrein spaltet ein EiweiB der x,-Globulinfraktion von Blutserum, 
das Kallidinogen, unter Freilegung von Kallidin. In Gegenwart von 
BAEE sollte durch die Konkurrenz der beiden Substrate um das Kalli- 


16 KE. Habermann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
236, 492 [1959]. 

17 Ch. Contzen, P. Holtz u. H.W. Raudonat, Naturwissenschaften 46, 
402 [1959]. 
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krein die Kallidinentwicklung gehemmt werden. Das ist in der Tat der 


Fall. Beim Trypsin liegen die Verhiltnisse ihnlich, doch ist hier der I 
Hemmeffekt von BAEE weniger leicht wahrzunehmen, da bei dem hohen 

Antitrypsingehalt des Blutserums relativ hohe Trypsinmengen zu Se- 7 
rum gegeben werden miissen, um eine Bradykininentwicklung zu er- 

méglichen. Uberschiissiges Trypsin spaltet aber den Ester sehr schnell. T 
Es miissen daher sehr grofe Mengen an BAEE zugegeben werden, um s) 
eine kompetitive Hemmung der Bradykininbildung erzielen zu kénnen. 

In unseren friiheren Versuchen!, in denen wir nur geringe Mengen von Ik 
BAEE einsetzen konnten, war uns die Hemmung entgangen. Eine kom- o 
petitive Hemmung der Bradykininbildung durch ,,bradykinin forming a 


enzymes (BFE) in Gegenwart von BAEE beobachteten auch Chap- 
man, Goodell und Wolf'®. Nach den Ergebnissen der vorliegenden 
Arbeit ist es also durchaus moéglich, daf die Kallidin- und Bradykinin- 
bildung die Folge der Lésung einer Esterbindung einer Aminosiure, z. B. 





des Arginins oder Lysins, einer heterodeten Polypeptidkette darstellt. [ 
Rocha e Silva und Hamberg'!* kamen schon friiher auf Grund } 
ihrer Untersuchungen zu dem Ergebnis, daB die Freilegung von Brady- t 
kinin durch Trypsin oder durch das Gift von Bothrops jararaca von der 


Lésung einer Bindung vom Benzoy|-L-argininamid oder Benzoyl-L-argi- _ | n 
nin-methylester-Typ abhingt. Doch kann die Frage erst nach weiteren | & 
einzehenden Untersuchungen, insbesondere nach Isolierung des Kalli- 
dinogens in Substanz entschieden werden. . 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft verdanken wir die Mittel fiir ’ 
diese Untersuchung. 

Zusammenfassung 

1. Die proteolytische Aktivitiit von gereinigten Kallikreinpriipa- | 
raten aus Submaxillaris und Pankreas (vom Schwein) wurde im Anson- a 
Test mit Hiimoglobin als Substrat gemessen und mit der von krist. V 
Trypsin verglichen. | Kallikrein-Kinheit (KE) Pankreaskallikrein hatte ¢ 
eine proteolytische Wirkung, die der von 0,12 y krist. Trypsin entsprach. t 
180 KE aus Submaxillaris waren ohne mebbare proteolytische Aktivitit. 

2. Submaxillaris- und Pankreaskallikrein spalten Benzoyl-L-argi- a 
nin-iithylester (BAEE). 1 KE besitzt die gleiche BAEKE-spaltende Wir- 
kung wie 5 y/Trypsin. 8 

3. Die Spaltungsgeschwindigkeit erreicht fiir Submaxillariskalli- 
krein bei px8, fiir Pankreaskallikrein bei py9,5 ein sich in das alkalische c 
Gebiet erstreckendes breites Optimum. 

4. Gleich stark blutdruckwirksame Mengen von Pankreas- und I 
Submaxillariskallikrein haben cine gleich starke esterspaltende Wirkung t 
gegeniiber BAEE; beide Wirkungen werden durch Kallikrein-Inaktiva- l 
toren aus Rinderohrspeicheldriisen und aus Rinderlunge in genau glei- 
chem Mabe gehemmt. [ 

18 1. F.Chapman, H. Goodell u. H.G. Wolf, Abstract of Comm. int. 

Physiol. Kongress, Buenos Aires 1959. 











JS 














Bd. 319 (1960) Esteratische Wirkung von Kallikrein und Trypsin 63 





5. Die BAEE-spaltende Aktivitaét des Trvpsins, nicht aber die der 
Kallikreine, wird durch Sojabohneninhibitor aufgehoben. 

6. N*-Benzoyl-DL-arginin-f-naphthylamid wird durch Trypsin, 
nicht aber durch Kallikrein gespalten. 

7. Kallikrein hat keine esteratische Wirkung im strengen Sinne, da 
Tributyrin und Buttersiure-methylester durch Kallikrein nicht ge- 
spalten werden. 

8. Die Kallidinogenspaltung durch Kallikrein ist wie die Brady- 
kininogenspaltung durch Trypsin in Gegenwart von BAEE kompetitiv 
sehemmt. Es besteht also die Méglichkeit. da die Kallidinbildung nicht 
auf der Lésung einer Peptid- sondern einer Esterbindung beruht. 


Summary 

1. Using haemoglobin as substrate, the proteolytic activity of 
purified kallikrein preparations from the submaxillary gland and 
pancreas of swine was measured by the Anson test and compared with 
that of trypsin. One kallikrein unit (IKKE) of pancreas kallikrein had a 
proteolytic activity equivalent to 0,12 ug. crystalline trypsin. There was 
no detectable proteolytic activity in 180 KE from the submaxillary 
gland. 

2. Submaxillary and pancreatic kallikrein split benzoyl-L-arginine 
ethyl ester (BAEE). One KE has the same BAEE-splitting activity as 
5 ug. trypsin. 

3. Broad pH optima of pH8 for submaxillary kallikrein and 
pH 9.5 for pancreatic kallikrein, stretching into the alkaline region, were 
found for the rate of splitting. 

+. Amounts of pancreatic and submaxillary kallikrein with the same 
activity on blood pressure, show the same ester-hydrolysing activity 
with BAEE. Both these activities were inhibited to exactly the same 
extent by kallikrein inactivators from the salivary glands and lungs of 
the cow. 

5. The BAEE-splitting activity of trypsin, but not of kallikrein, is 
abolished by inhibitor from soya bean. 

6. N*-benzoyl-DL-arginine-f-naphthylamide is hydrolysed by try p- 
sin, but not by kallikrein. 

7. Kallikrein has no esterase activity in the strict sense, since it 
does not split tributyrin or the methyl ester of butyric acid. 

8. BAEE competitively inhibits the hydrolysis of Kallidinogen by 
kallikrein as it does the hydrolysis of bradykininogen by trypsin. It is 
therefore possible, that kallidin formation involves the split of an ester 
linkage and not a peptide bond. 

Prof. Dr. Dr. E. Werle, Klinisch-Chemisches Institut, Chirurgische Klinik der 
Universitat, Miinchen, Nupbaumstrape 20. 
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Formamidolyse von Proteinen 
Die Einwirkung von Formamid auf Gelatine 
Von 
Hermann Stegemann 
Aus der Medizinischen Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesellschaft, Silikoselabor, Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Januar 1960) 


Herrn Direktor M.P. Meier, Diisseldorf, zum 60. Geburtstag gewidmet 


Auf der Suche nach Agenzien, die Proteine bei neutraler Reaktion 
aufzulésen vermégen, stie2en Thomas und Mitarbeiter! 1929 auf das 
Amid der Ameisensiiure. 

1950 ergab sich die Aufgabe, den von Bergleuten eingeatmeten Staub nach 
dem Tode aus den Lungen wiederzugewinnen. Die Auflosung der gesamten Lunge 
muBte dabei so erfolgen, da sich weder durch Saurehydrolyse zusatzliche 
»Kohle‘’ aus den Zersetzungsprodukten der Aminoséiuren oder der Kohlen- 
hydrate bildete, noch durften sich die eingeatmeten Quarzteilchen durch alka- 
lische Hydrolyse auflésen. Es ist bekannt, daB diese als Partikeln von etwa 0,1 bis 
5 « GréBe in der Lunge vorliegen und wegen der groBen Oberflache eine hohe 
Lésungsgeschwindigkeit aufweisen. 

Nach Vorversuchen von Frau Dr. U. Baumann? gelang es, ge- 
trocknete Lungen in wasserfreiem Formamid bei 130-+-5° aufzulésen*. 
Bei staubfreien Kalbslungen blieb kein Riickstand.* 

Alle strukturlosen — und langsamer die strukturierten — Proteine 
werden von Formamid nicht nur aufgelést, sondern auch abgebaut. 
Warum das neutrale Formamid diese Wirkung hat, ist nicht unmittel- 
bar zu entscheiden. Das Gesamtlungengewebe ist zu inhomogen, um 
den Proteinabbau durch Formamid aufzukliren. Deshalb haben wir 
die vorliegende Arbeit auf Gelatine beschriinkt. Die Ergebnisse der 
Formamideinwirkung kénnen wahrscheinlich auch auf andere Proteine 


* Cellulose wird nicht angegriffen. Wir halten den Befund von Hall? fiir 
sehr unwahrscheinlich, daf Cellulose im Tierkérper vorkommt. Bei mehr als hun- 
dert vollstandig aufgelésten menschlichen oder tierischen Lungen fanden wir bei 
sauber praparierten Organen dafiir keinen Anhaltspunkt. Jedoch konnten nach 
dem FormamidaufschluB ab und an Cellulosefaéserchen gefunden werden, die 
spurenweise wohl als Verunreinigung in das tote Organ gelangten und ihrer Her- 
kunft nach bestimmt werden konnten. Herr Professor Dr. F. Timm, bis 1946 
Direktor des Instituts fiir gerichtliche Medizin, Jena, diagnostizierte die so ge- 
wonnenen Fasern als Leinen, Baumwolle usw. 

1 K. Thomas u. H. Schiedewitz, unveréffentlicht. 

2 K. Thomas, U. Baumann u. H. J. Einbrodt, Bericht iiber die medizi- 
nisch-wissenschaftliche Arbeitstagung 1951, Bochum. 

3 K. Thomas u. H. Stegemann, Beitr. Silikoseforschung, Heft 28, 1 [1954]. 

4 Pp. A. Hall, P. F. Lloyd, H.Saxl u. F. Happey, Nature [London] 181, 
470 [1958]. 
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iibertragen werden. Dem bisher allein iiblichen chemischen Abbau der 
Proteine durch Siure oder Alkali soll damit ein solcher bei neutraler 
Reaktion in praktisch wasserfreiem Medium an die Seite gesetzt werden. 
Dafiir gibt es neben dem physiologischen Abbau durch Enzyme noch 
kein Beispiel. Im folgenden wird untersucht, wie tiefgreifend dieser 
Abbau ist, jedoch ist nicht daran gedacht, die Abbauprodukte zur 
Sequenzbestimmung der Peptidketten heranzuziehen. Dazu ist der Grad 
des Abbaus mit einfachen Methoden nicht schnell genug zu bestimmen 
und auferdem ist die Riickgewinnung der Peptide infolge des hohen 
Siedepunktes von Formamid weder leicht noch quantitativ durchzu- 
fiihren. 

Gelatine ist in so groBer Menge zuginglich, daB an ihr auch pri- 
parative Untersuchungen durchgefiihrt werden kénnen. Einen gering- 
fiigigen Abbau bei ihrer Gewinnung aus Kollagen muf man in Kauf 
nehmen. Er betrifft im wesentlichen die Strukturierung der Fasern 
durch Lésen eines Teils der Nebenvalenzbindungen, in geringem Umfang 
vielleicht die Hydrolyse einiger Esterbindungen’®. 

Wir unterscheiden alkalisch und sauer vorbehandelte Gelatine. Bei der erste- 
ren, iiblichen Gelatine befreit man das Kollagen aus Rinderhaut mit einer CaO- 
Suspension von Begleitproteinen, neutralisiert und extrahiert mit 60° warmen 
Wasser, im letzteren Fall extrahiert man von vornherein bei py 3,0—3,5. 

Bei keiner von beiden wird die Aminosiure-Zusammensetzung, verglichen 
mit Kollagen, verandert. Bei der sauer extrahierten Gelatine findet man sogar 
etwa die gleiche Anzahl von Amidgruppen wie im Kollagen, wahrend sie diese 
bei dem alkalischen ProzeB weitgehend verliert®. Daraus resultiert auch der schon 
friih bemerkte Unterschied im isoelektrischen Punkt der verschiedenen Gelatine- 
arten’. Fiir sauer extrahierte Gelatine liegt er etwa bei px 9, fiir durchgreifend 
alkalisch behandelte bei py 4,7—5,1. Der isoelektrische Punkt einer dritten, nur 
durch heiBes Wasser extrahierten Gelatine befindet sich bei py 5—6,55. Wir 
arbeiteten mit alkalisch vorbehandelter Gelatine*, in Einzelfaillen mit dem dritten 
Typ (Merck). 

Gelatine besteht je nach der Vorbehandlung des Kollagens aus 
Peptidketten mit dem Molekulargewicht von 70000 bis einigen 100000 
(s. l.c.8). Pouradier und Venet fraktionierten Gelatine durch Alkohol- 
fillung. Die einzelnen Fraktionen unterschieden sich aber weder im 
Stickstoffgehalt noch im isoelektrischen Punkt noch in dem Siure- 
bindungs-Vermégen® noch in den NH,-endstiindigen Aminosiiuren?!?. 








5 W. M. Ames, J. Soc. chem. Ind. 68, 200 [1944]. 

6 J. H. Highberger, J. Amer. chem. Soc. 61, 2302 [1939]. 

? KE. O. Kraemer u. 8. T. Dexter, J. physic. Chem. 31, 764 [1927]. 

8 Ubersicht bei I. Pendl u. K. Felix in Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handbuch 
d. physiol.- u. pathol.-chem. Analyse, Bd. 1V/1, 8S. 465 u. 475, Springer-Verlag, 
Heidelberg 1960. 

® J. Pouradier u. A. M. Venet, J. Chim. physique Physico-Chim. 47, 11 
[1950]. 

10 A.G. Ward, Brit. J. appl. Physics 5, 85 [1954]. 

* Auch an dieser Stelle danken wir den Deutschen Gelatine Werken, 
G6éppingen, und Herrn Dr. G. Failer fiir die liebenswiirdige Uberlassung von 
besonders ausgewahltem Untersuchungsmaterial. 
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Material 


Eine von uns bevorzugt untersuchte entionisierte Géppinger Gela- 
tine mit einem einheitlichen Molekulargewicht von 67700+-3% (vgl. 
S. 74) ist im chromatographischen Verhalten an DEAE-Cellulose- 
Anionenaustauscher-Siulen einheitlich und ohne bemerkenswerte An- 
teile an anderen Proteinen, wofiir auch ihr auferst geringer Tyrosin- 
gehalt von 0,09% spricht*. Jedoch trat unter den Versuchsbedingungen, 
die der Fraktionierung formamidbehandelter Gelatine glichen, eine 
Fraktion auf, die der Hauptfraktion vorauslief, etwa 0,4°% der Gesamt- 
menge ausmachte, aber in der Bausteinanalyse der Hauptmenge ihnelte. 
Wir gingen diesem Befund nicht weiter nach, sondern betrachten das 
Protein als fiir unsere Zwecke einheitlich genug. Einen Albuminanteil, 
wie ihn Russel™ bei Gelatinechargen mit 0,4—0,6% Tyrosin fand, 
konnten wir nach Trennung an Amberlit-[RC-50-Saulen nicht beob- 
achten. Wir bestiitigen damit Leach!*, der bei alkalibehandelter 
Gelatine nur 0,4°% eines anderen, aber hydroxyprolinarmen Proteins 
findet. 

In Tab. 1 ist die Bausteinanalyse der von uns untersuchten Gela- 
tine nach 24-, z.T. auch 48stdg. Hydrolyse in 6x HCl bei 105° den 
Literaturwerten gegeniibergestellt. Die Ubereinstimmung ist gut, Fak- 
toren, die die Serin- oder Threonin-Zersetzung _ beriicksichtigen, 
wurden nicht benutzt, die Proteinlésung wurde stark verdiinnt hy- 
drolysiert }*. 

Die wesentlichen Charakteristiken wie isoelektrischer Punkt, Elektro- 
phorese, Chromatographie, Gesamt- und Amid-Stickstoffgehalt und Vis- 
kositait identifizieren das Material neben der Aminosiure-Analyse ge- 
nauer. 

Um zu priifen, ob unter den angewandten Reaktionsbedingungen Um- 
setzungsprodukte des Formamids entstehen, die eventuell neben diesem an der 
Reaktion beteiligt sind, antersuchten wir die Infrarotspektren reiner Formamid- 
proben, welche verschieden lang (bis zu 48 Stdn.) auf 135° erhitzt worden waren. 
Es stellte sich heraus, daB — auBer einer Bande bei 2355 em~!, die der Kohlen- 
stoff-Dreifach-Bindung zuzuordnen ist keine neuen Banden auftraten. Die ge- 
nannte Bande war aber selbst nach 24 Stdn. so klein, daB die Blauséurebildung 


unter 1%, liegen muB. 

Die Absorption im UV verschob sich in uncharakteristischer Weise in das Gebiet 
langerer Weller, und die Zunahme saurer Aquivalente durch Titration im Eisbad 
entsprach weniger als einer 0,5proz. Hydrolyse nach 48 Stdn. Nennenswerte Gas- 
mengen konnten nicht beobachtet werden. 

Der ,,puH-Wert’ des Formamids stieg in dieser Zeit von 6,5 auf 7,5. Aus 
diesen Befunden darf man schlieBen, daB nicht ein Umsetzungsprodukt, sondern 
Formamid selbst den Abbau der Peptidketten bewirkt. 


* Die Gelatine wurde weder oxydativen noch reduktiven Prozessen untet 


worten 
'' 4). Russel, Nature [London| P81, l02 [1058 
@ \. A. Leach, Biochem. J. 74, 61 om 
"Oo. P. Dustin, C. Caajkoweka, S. Moore u. BE. dU. Bigwood, Analytica 


hon Veta \meterdam! @ 258 | 105 














la- 
gl. 
se- 
in: 
in- 
on, 
ne 
it - 














Bd. 319 (1960) Einwirkung von Formamid auf Gelatine 





67 


Tab. 1. Aminosdure-Zusammensetzung von Gelatine und der daraus durch Form- 


amid-Abbau erhaltenen Peptide. 
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Leucin-Mol.-Verhaltniszahlen 
Formamid-Abbau 


, ‘. aie P 24 Stdn. bei 135° 
g Aminosaure/100 g Gelatine mit Formamid beh, 







































































ee 20 
= Fallung 7 
tine |-= = & = 
= c = (Gépp.)] 22% - 
- s en L cs 5 ‘E Ge- | Reten- & 
5 = es Ee ae =| samt | tatt a 
“™ ies == = 
Met (S-Oxyd)} 0,9 0,6 0,9 0.8 0,2 |} 0,1 0,02} 0,1 
ee 6,7 6,7 6,7 6,0 6,7 2,1 LS | 2D 1,6 | 1,6 
Hypro .. 14,1 13,3 14,5 13,8] 14,0 4,5 4,0 | 4,4 4,4 | 3,9 
.. ae 2,2 2,4 2,2 2,0 2,0 0,7 0,1 | 0,2 0,2 i 02 
Ser ae 4,2 3,7 3,2 3,5 4.0 1,6 OF | OT 0,1 | O,1 
ae 11,4 | 11,6 | 11,2 | 11,0] 10,4 3,0 a (i A 
Pro. .... | 364] 16,61 14,8 | 1441 16:33 ji 5:6 | 6:0 | 66 | 3,9 | 5,7 
CY. ose T ZB] 22 1 269 | 27.2) Ze rf is;7 FIG) (16,4 16.0 16,7 
ae 11:0 | 1 93 | 11,0) 103 1-481 46 | 47 : 5,7 
Cystin. .. 0,0 0,0 0,0 0,0} 0,0 || 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 
ae 2,6 2,8 3,3 3,4 2,4 | 0,8 | 0,8 | 0,9 | 0,8 | 0,8 
allo-Tleu . . 0,02 
ee R.7 1,5 1,8 1,4 1,6 || 05 | 0,5] 0.5 | 0,4 | 0,5 
_ Free 3,3 3.5 3.4 3,2 3,1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
See 0,3 0,2 1,0 0,2 0,09 
aaa 29 2,5 2,6°| 2,3] 2,1 || 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,7 | 0,4 
Eylys . .. 1,0 08 i2 1,0 1,1 0,3 03 | 0,3 0,3 | 0.2 
Orn . er 0,2 0,2 0,1 0,3 | 0,3 0,2 | 0,2 
Sa 4,5 4,4 4,6 4,5 4,8 1,4 io | 1,2 Et 1,1 
_ eee 0.8 0,7 0.7 0,8 0,5 }] 0,1 | 0,2 | 0,2 | 0,2) 0,1 
ae 8,8 9,0 8,6 8,9 9,0 2,2 1,8 | 2,3 2,2 | 1,8 
| deal ae < 0,02 
Total. . |119,6 | 117,6 | 116,7 | 115,6 | 115,9 

















* Entionisiert und gefriergetrocknet; Asche <0,05°.. 
** Wir danken Dr. E. Kofranyi, Dortmund, fiir die Tryptophananalyse 
+ Nicht dialysierbarer Anteil (3°, der gesamten Propanol-(2)-Fillung). 


Gelatine und Formamid 





Erwiirmt man Gelatine mit Formamid, so wird es sich bei niedriger 
Temperatur lediglich iiber Bindungen zweiter Ordnung an die Peptid- 
kette anlagern. Bei héherer Temperatur sollte Formamid einen Ketten 


ibbau durch Umamidierung auslisen. Es kénnte von 


a | 7 Faastoe, Biochem J 61 580 | 1055 


dlet 


Natu 


>. KR. Tristram in H. Neurath up K. Bailes The Proteme. Bd 


271, Academic Press, New Vork 1053 
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krein die Kallidinentwicklung gehemmt werden. Das ist in der Tit de 
Fall. Beim Trypsin liegen die Verhiltniase Ahnlich, doch ist hicr de BkKa 
Hemmeffekt von BAEE weniger leicht wahrzunehmen, da bei dem |ohe 
Antitrypsingehalt des Blutserums relativ hohe Trypsinmengen + S & pic 
rum gegeben werden milasen, um cine Bradvkininentwicklung +u @ 
miéglichen. UCherschiissiges Trypsin spaltet aber den Ester sehr sciinel Eri 
Es milssen daber sehr grofe Mengen an BAEE gugegeben werde:: um & spa 
cine kompetitive Hemmung der Brady kininbildung erzielen zu konnen 
In unseren friheren Versuchen', in denen wir nur geringe Menger von B kin 
BAEE einsetzen konnten, war uns die Hemmung entgangen. Eine kom. § yeh 
petitive Hemmung der Bradykininbildung durch ,,bradykinin forming Raut 





enzymes (BFE) in Gegenwart von BAEE beobachteten auch (hap 
man, Goodell und Wolf". Nach den Ergebnissen der vorliegenden 
Arbeit ist es also durchaus méglich, dai die Kallidin- und Brady kinin. 
bildung die Folge der Lésung einer Esterbindung einer Aminosiiure, z. B 
des Arginins oder Lysins, einer heterodeten Polypeptidkette darstellt i 
Rocha e Silva und Hamberg'*'® kamen schon friiher auf Grund ~- 
ihrer Untersuchungen zu dem Ergebnis, daB die Freilegung von Brady. the 
kinin durch Trypsin oder durch das Gift von Bothrops jararaca von det ag 
Lésung einer Bindung vom Benzoy!-L-argininamid oder Benzoyl-L-argi. 9° 
nin-methylester-Typ abhiingt. Doch kann die Frage erst nach weiteren glar 
einzehenden Untersuchungen, insbesondere nach Isolierung des Kalli. 
dinogens in Substanz entschieden werden. at 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft verdanken wir die Mittel fir - 

diese Untersuchung. pH 
Zusammenfassung four 

1. Die proteolytische Aktivitit von gereinigten Kallikreinpriipa- >. 
raten aus Submaxillaris und Pankreas (vom Schwein) wurde im Anson. }**4 
Test mit Haimoglobin als Substrat gemessen und mit der von krist. with 
Trypsin verglichen. 1 Kallikrein-Einheit (KE) Pankreaskallikrein hatte [°'® 
eine proteolytische Wirkung, die der von 0,12 y krist. Trypsin entsprach. the 
180 KE aus Submaxillaris waren ohne mefbare proteolytische Aktivitat. 

2. Submaxillaris- und Pankreaskallikrein spalten Benzoyl-L-argi- abol 
nin-ithylester (BAEE). 1 KE besitzt die gleiche BAEE-spaltende Wir-f | 
kung wie 5 y Trypsin. we 

3. Die Spaltungsgeschwindigkeit erreicht fiir Submaxillariskalli- 


krein bei px 8, fiir Pankreaskallikrein bei pa 9,5 ein sich in das alkalischef 
Gebiet erstreckendes breites Optimum. q 

4. Gleich stark blutdruckwirksame Mengen von Pankreas- und 
Submaxillariskallikrein haben eine gleich starke esterspaltende Wirkung 
gegeniiber BAEE; beide Wirkungen werden durch Kallikrein-Inaktiva- 
toren aus Rinderohrspeicheldriisen und aus Rinderlunge in genau glei- 
chem MaBe gehemmt. 


ose 4 
18 L. F. Chapman,-H. Goodell u. H.G. Wolf, Abstract of Comm. int.| 
Physiol. Kongress, Buenos Aires 1959. | 
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Tat de 5. Die BAEE-spaltende Aktivitat des Trypsins, nicht aber die der 
tic dee B Kallikreine, wird durch Sojabohneninhibitor aufgehoben 
» hohe é. .\°- Benzoyl DL-arginin-f-naphthylamid wird durch Trypsin, 


vu Se Byieht aber durch Kallikrein geepalten., 

u@ 7. Wallikrein hat keine esteratische Wirkung im strengen Sinne, da 
schnell Etributyrin und Buttersiure-methylester durch Kallikrein nicht ge 
‘ um spalten werden 
Onnen 8. Die Kallidinogenspaltung durch Kallikrein ist wie die Brady- 
1) Von Ekininogenspaltung durch Trypsin in Gegenwart von BAEE kompetitiy 
© kom. Byechemmt. Es besteht also die Méglichkeit, dab die Kallidinbildung nicht 
orming Baul der | osung einer Peptid- sondern einer Esterbindung beruht. 





( hap 

wenden Summary 

v kinin. ui . on a 

> on I Using haemoglobin as substrate, the proteolytic activity of 
rstellt purified! kallikrein preparations from the submaxillary gland and 
Grand pancreas of swine was measured by the Anson test and compared with 
Brady. that of trypsin. One kallikrein unit (KE) of pancreas kallikrein had a 
on proteolytic activity equivalent to 0,12 ng. crystalline trypsin. T here was 
L-argi. f° detectable proteolytic activity in 180 KE from the submaxillary 
eiteren gland. . , . “oe . A 
Kalli. 2. Submaxillary and pancreatic kallikrein split benzoyl-Z-arginine 


ethyl ester (BAEE). One KE has the same BAEE-splitting activity as 
jug. trypsin. 

ittel fir 3. Broad pH optima of pH 8 for submaxillary kallikrein and 
pH 9.5 for pancreatic kallikrein, stretching into the alkaline region, were 
found for the rate of splitting. 

priipa- 4. Amounts of pancreatic and submaxillary kallikrein with the same 
Anson.) 2¢tivity on blood pressure, show the same ester-hydrolysing activity 
krist, pWith BAEE. Both these activities were inhibited to exactly the same 
extent by kallikrein inactivators from the salivary glands and lungs of 


. hatte 

sprach. the cow. 

‘ivitit. 5. The BAEE-splitting activity of trypsin, but not of kallikrein, is 
L-argi}*bolished by inhibitor from soya bean. 


e Wir. 6. N*-benzoyl-DL-arginine-f-naphthylamide is hydrolysed by tryp- 
sin, but not by kallikrein. 

7. Kallikrein has no esterase activity in the strict sense, since it 
does not split tributyrin or the methyl ester of butyric acid. 

| 8. BAEE competitively inhibits the hydrolysis of Kallidinogen by 
‘allikrein as it does the hydrolysis of bradykininogen by trypsin. It is 
herefore possible, that kallidin formation involves the split of an ester 
inkage and not a peptide bond. 









ktiva- 
u glei- __ Prof. Dr. Dr. E. Werle, Klinisch-Chemisches Institut, Chirurgische Klinik der 
Universitét, Miinchen, NuBbaumstraBe 20. 














Formamidolyse von Proteinen 
Die Einwirkung von Formamid auf Gelatine 








Von 


Hermann Stegemann de 

Aus der Medizinischen Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesellschaft, Silikoselabor, Gittingen ul 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Januar 1960) Si 

fii 


Herrn Direktor M.P. Meier, Diisseldorf, zum 60. Geburtstag gewidmet 


Auf der Suche nach Agenzien, die Proteine bei neutraler Reaktion fil 
aufzulésen vermégen, stiefen Thomas und Mitarbeiter! 1929 auf das} ne 
Amid der Ameisensiaure. du 

1950 ergab sich die Aufgabe, den von Bergleuten eingeatmeten Staub nach} yi¢ 
dem Tode aus den Lungen wiederzugewinnen. Die Auflésung der gesamten Lung 
muBte dabei so erfolgen, da8 sich weder durch Saéurehydrolyse zusitzliche 
,Kohle“ aus den Zersetzungsprodukten der Aminoséuren oder der Kohlen.) 
hydrate -bildete, noch durften sich die eingeatmeten Quarzteilchen durch alka. Su 
lische Hydrolyse auflisen. Es ist bekannt, daB diese als Partikeln von etwa 0,1 bis) W' 
5 u GréBe in der Lunge vorliegen und wegen der groBen Oberflache eine hohe 
Lésungsgeschwindigkeit aufweisen. mit 

Nach Vorversuchen von Frau Dr. U. Baumann? gelang es, ge. 
trocknete Lungen in wasserfreiem Formamid bei 130+-5° aufzulésen’) ¢. 
Bei staubfreien Kalbslungen blieb kein Riickstand.* art 

Alle strukturlosen — und langsamer die strukturierten — Protein|) alk 
werden von Formamid nicht nur aufgelést, sondern auch abgebaut. 
Warum das neutrale Formamid diese Wirkung hat, ist nicht unmittel Ty} 
bar zu entscheiden. Das Gesamtlungengewebe ist zu inhomogen, uf 
den Proteinabbau durch Formamid aufzukliren. Deshalb haben wif 


die vorliegende Arbeit auf Gelatine beschrinkt. Die Ergebnisse def Pe] 
Formamideinwirkung kénnen wahrscheinlich auch auf andere Protein a 












* Cellulose wird nicht angegriffen. Wir halten den Befund von Hall? fig 


sehr unwahrscheinlich, daB Cellulose im Tierkérper vorkommt. Bei mehr als hu bin 
dert vollstandig aufgelésten menschlichen oder tierischen Lungen fanden wir b§ 
sauber praparierten Organen dafiir keinen Anhaltspunkt. Jedoch konnten nad§ 
dem Formamidaufschlu8 ab und an Cellulosefaserchen gefunden werden, dj 
spurenweise wohl als Verunreinigung in das tote Organ gelangten und ihrer Hep 
kunft nach bestimmt werden konnten. Herr Professor Dr. F. Timm, bis 14 
Direktor des Instituts fiir gerichtliche Medizin, Jena, diagnostizierte die so gy 
wonnenen Fasern als Leinen, Baumwolle usw. i 
1 K. Thomas u. H. Schiedewitz, unveréffentlicht. i 
2 K. Thomas, U. Baumann u. H. J. Einbrodt, Bericht iiber die medii 
nisch- wissenschaftliche Arbeitstagung 1951, Bochum. i 
3 K. Thomasu. H. Stegemann, Beitr. Silikoseforschung, Heft 28, 1 (1954) 
4 Pp. A. Hall, P. F. Lloyd, H.Saxl u. F. Happey, Nature [London] 18) Gip 


470 [1958]. 
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iibertragen werden. Dem bisher allein iiblichen chemischen Abbau der 
Proteine durch Saéure oder Alkali soll damit ein solcher bei neutraler 
Reaktion in praktisch wasserfreiem Medium an die Seite gesetzt werden. 
Dafiir gibt es neben dem physiologischen Abbau durch Enzyme noch 
kein Beispiel. Im folgenden wird untersucht, wie tiefgreifend dieser 
Abbau ist, jedoch ist nicht daran gedacht, die Abbauprodukte zur 
Sequenzbestimmung der Peptidketten heranzuziehen. Dazu ist der Grad 
des Abbaus mit einfachen Methoden nicht schnell genug zu bestimmen 
und auferdem ist die Riickgewinnung der Peptide infolge des hohen 
Siedepunktes von Formamid weder leicht noch quantitativ durchzu- 
fiihren. 

Gelatine ist in so groBer Menge zuginglich, daB an ihr auch pra- 
parative Untersuchungen durchgefiihrt werden kénnen. Einen gering- 
figigen Abbau bei ihrer Gewinnung aus Kollagen mu8 man in Kauf 
nehmen. Er betrifft im wesentlichen die Strukturierung der Fasern 
durch Lésen eines Teils der Nebenvalenzbindungen, in geringem Umfang 
vielleicht die Hydrolyse einiger Esterbindungen®. 

Wir unterscheiden alkalisch und sauer vorbehandelte Gelatine. Bei der erste- 
ren, iiblichen Gelatine befreit man das Kollagen aus Rinderhaut mit einer CaO- 


Suspension von Begleitproteinen, neutralisiert und extrahiert mit 60° warmen 
Wasser, im letzteren Fall extrahiert man von vornherein bei py 3,0—3,5. 

Bei keiner von beiden wird die Aminoséure-Zusammensetzung, verglichen 
mit Kollagen, veréndert. Bei der sauer extrahierten Gelatine findet man sogar 
etwa die gleiche Anzahl von Amidgruppen wie im Kollagen, wahrend sie diese 
bei dem alkalischen ProzeB weitgehend verliert®. Daraus resultiert auch der schon 
frih bemerkte Unterschied im isoelektrischen Punkt der verschiedenen Gelatine- 
arten’. Fiir sauer extrahierte Gelatine liegt er etwa bei px 9, fiir durchgreifend 
alkalisch behandelte bei py 4,7—5,1. Der isoelektrische Punkt einer dritten, nur 
durch heiBes Wasser extrahierten Gelatine befindet sich bei po 5—6,55. Wir 
arbeiteten mit alkalisch vorbehandelter Gelatine*, in Einzelfallen mit dem dritten 
Typ (Merck). 


Gelatine besteht je nach der Vorbehandlung des Kollagens aus 


. | Peptidketten mit dem Molekulargewicht von 70000 bis einigen 100000 


(s. l.c.8). Pouradier und Venet fraktionierten Gelatine durch Alkohol- 


 fillung. Die einzelnen Fraktionen unterschieden sich aber weder im 
if Stickstoffgehalt noch im isoelektrischen Punkt noch in dem Saure- 
| bindungs-Vermégen® noch in den NH,-endstindigen Aminosiuren?!?. 


5 W. M. Ames, J. Soc. chem. Ind. 68, 200 [1944]. 

6 J. H. Highberger, J. Amer. chem. Soc. 61, 2302 [1939]. 

7 E.O. Kraemer u. 8. T. Dexter, J. physic. Chem. 31, 764 [1927]. 

8 Ubersicht bei I. Pendl u. K. Felix in Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handbuch 


) d. physiol.- u. pathol.-chem. Analyse, Bd. IV/1, S. 465 u. 475, Springer-Verlag, 
) Heidelberg 1960. 


® J. Pouradier u. A.M. Venet, J. Chim. physique Physico-Chim. 47, 11 


10 A.G. Ward, Brit. J. appl. Physics 5, 85 [1954]. 
* Auch an dieser Stelle danken wir den Deutschen Gelatine Werken, 


lon] 18} Géppingen, und Herrn Dr. G. Failer fiir die liebenswiirdige Uberlassung von 
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besonders ausgewahltem Untersuchungsmaterial. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 319 








66 Hermann Stegemann, Bd. 319 (1960) 


Material 


Eine von uns bevorzugt untersuchte entionisierte Géppinger Gela. 
tine mit einem einheitlichen Molekulargewicht von 67700+ 3°, (vgl, 
S. 74) ist im chromatographischen Verhalten an DEAE-Celiuloge. 
Anionenaustauscher-Saulen einheitlich und ohne bemerkenswerte Ap. 
teile an anderen Proteinen, wofiir auch ihr auBerst geringer Tyrosip. 
gehalt von 0,09% spricht*. Jedoch trat unter den Versuchsbedingungen, 
die der Fraktionierung formamidbehandelter Gelatine glichen, eine 
Fraktion auf, die der Hauptfraktion vorauslief, etwa 0,4° der Gesamt. 
menge ausmachte, aber in der Bausteinanalyse der Hauptmenge alnelte, 
Wir gingen diesem Befund nicht weiter nach, sondern betrachten das 
Protein als fiir unsere Zwecke einheitlich genug. Einen Albuminantei, 


wie ihn Russel! bei Gelatinechargen mit 0,4—0,6% Tyrosin fand, | 


konnten wir nach Trennung an Amberlit-IRC-50-Saulen nicht beob. 
achten. Wir bestitigen damit Leach’*, der bei alkalibehandelter 


Gelatine nur 0,4% eines anderen, aber hydroxyprolinarmen Proteins | 


findet. 
In Tab. 1 ist die Bausteinanalyse der von uns untersuchten Gela. 
tine nach 24-, z.T. auch 48stdg. Hydrolyse in 6n HCl bei 105° den 


Literaturwerten gegeniibergestellt. Die Ubereinstimmung ist gut, Fak. | 
toren, die die Serin- oder Threonin-Zersetzung _ beriicksichtigen, | 
wurden nicht benutzt, die Proteinlésung wurde stark verdiinnt hy. | 


drolysiert ?*. 


Die wesentlichen Charakteristiken wie isoelektrischer Punkt, Elektro. | 


phorese, Chromatographie, Gesamt- und Amid-Stickstoffgehalt und Vis. 


kositaét identifizieren das Material neben der Aminosiure-Analyse ge. | 


nauer. 


Um zu prifen, ob unter den angewandten Reaktionsbedingungen Um. 
setzungsprodukte des Formamids entstehen, die eventuell neben diesem an der 
Reaktion beteiligt sind, untersuchten wir die Infrarotspektren reiner Formamid. 
proben, welche verschieden lang (bis zu 48 Stdn.) auf 135° erhitzt worden waren. 
Es stellte sich heraus, daB — auBer einer Bande bei 2355 cm~}, die der Kohlen. 
stoff-Dreifach-Bindung zuzuordnen ist — keine neuen Banden auftraten. Die ge- 
nannte Bande war aber selbst nach 24 Stdn. so klein, daB die Blauséurebildung 
unter 1% liegen muB. 

Die Absorption im UV verschob sich in uncharakteristischer Weise in das Gebiet 
langerer Wellen, und die Zunahme saurer Aquivalente durch Titration im Eisbad 
entsprach weniger als einer 0,5proz. Hydrolyse nach 48 Stdn. Nennenswerte Gas. 
mengen konnten nicht beobachtet werden. 

Der ,,pH-Wert‘‘ des Formamids stieg in dieser Zeit von 6,5 auf 7,5. Aus 
diesen Befunden darf man schlieBen, da8 nicht ein Umsetzungsprodukt, sondern 
Formamid selbst den Abbau der Peptidketten bewirkt. 


* Die Gelatine wurde weder oxydativen noch reduktiven Prozessen unter- 
worfen. 

11 G. Russel, Nature [London] 181, 102 [1958]. 

12 A, A. Leach, Biochem. J. 74, 61 [1960]. 

13 J.P. Dustin, C. Czajkowska, 8S. Moore u. E. J. Bigwood, Analytica 
chim. Acta [Amsterdam] 9, 256 [1953]. 


























Gela. 
(vgl. Leucin-Mol.-Verhaltniszahlen 
hulose. Formamid-Abbau 
e An. : . 24 Stdn. bei 135° 
An g Aminosaure/100 g Gelatine mit Forman beh. 
Tosin- 2a 
ingen, 22 » | Propanol-(2)- wo 
eine be Se Fallung 5 
samt. g 32 = 
inelt ~ fe a = Se I Mee E23 oa 
e. $3. Sa. <e- ~ 6 13. S:3| Ge- |Reten-) 2 
on das 8 E g 3 & 2 s S32 re 5 | samt | tatt = 
anteil, . " nines us > 
fand, 
beob. |) Met (S-Oxyd)} 0,9 0,6 0,9 0,8 0,2 0,02 
lel ae 6,7 6,7 6,7 6,0 6,7 1,9 | 2,0 |} 1,6 
celter |} Hypro 14,1 | 13,3 | 14,5 | 13,8] 14,0 4,0 | 4,4 | 4,4 
oteins } Thr... . 2,2 2,4 2,2 2,0 2,0 0,1 | 0,2 | 0,2 
Nery ss, 4,2 3,7 3,2 3,5 4,0 Of | O20 1° O32 
Gela- }Ggiu....| 11,4] 11,6] 11,2} 11,0] 10,4 3,1 | 3,1 | 3,1 
den Pro... . | 164] 15,5 | 14,8 | 14,4] 15,3 6,0 | 6,6 | 3,9 
Fak. a Gly. -- - 27,5 | 27,2 | 26,9 | 27,2] 28,1 15,1 |15,4 16,0 
ti Se. ss | TE ae 9,3 | 11,0} 10,3 4,6 | 4,7 . 
My iCystin. . . | 0,0} 0,0} 0,0] 0,0] 0,0 0,0 | 0,0 | 0,0 
"VY iiva....| 26| 28] 33| 3,4] 24 0,8 | 0,9 | 0,8 
‘alloTleu . . 0,02 
ektro- | Teun... . : 1,5 1,8 1,4 1,6 0,5 | 0,5 | 0,4 
1 Ve pie. «: 3,3 3,5 3,4 3,2 3,1 1,0 | 1,0 1,0 
ce ge PI. - - - | 03] 02] 1,0] 0,2] 0,09 
Pho... .| 22] 26]: 86] 28] 21 0,5 | 0,5 | 0,7 
U Hylys... 1,0 0,8 1,2 1,0 in 0,3 | 0,3 | 0,3 
ed [ee 0,2| 0,2 0,3 | 0,3 | 0,2 
- a. lys....| 45] 44; 46] 4,5) 4,8 1,2 | 1,2 | 1,1 
mae... -| O61 O7) OF] Os] OF 0,2 | 0,2 | 0,2 
waren. 
ohlen. Arg... . 8,8 9,0 8,6 8,9} 9,0 1,8 | 2,3 | 2,2 
Die ge BTry**. . . < 0,02 
ildung F Total. . | 119,6 |117,6 | 116,7 | 115,6| 115,9 
Gebiet * Entionisiert und gefriergetrocknet; Asche < 0,05%. 
Eisbad ** Wir danken Dr. E. Kofranyi, Dortmund, fiir die Tryptophananalyse. 
e Gas t Nicht dialysierbarer Anteil (3% der gesamten Propanol-(2)-Fallung). 
= Gelatine und Formamid 
ynaerm 
Erwirmt man Gelatine mit Formamid, so wird es sich bei niedriger 
Temperatur lediglich itiber Bindungen zweiter Ordnung an die Peptid- 
unter- | kette anlagern. Bei héherer Temperatur sollte Formamid einen Ketten- 
abbau durch Umamidierung auslésen. Es kénnte von der Natur der 
a M J. E. Eastoe, Biochem. J. 61, 589 [1955]. 
ulytica 16 G.R. Tristram in H. Neurath u. K. Bailey, The Proteins, Bd.I A, 
8. 221, Academic Press, New York 1953. 
5* 





Tab. 1. Aminoséure-Zusammensetzung von Gelatine und der daraus durch Form- 
amid-Abbau erhaltenen Peptide. 
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Aminosiuren abhingen, welcher Peptidbindung dabei der Vorzug g. 
geben wird. Man kénnte erwarten, daB die Peptidbindungen in de 
Nahe von Prolin- und Hydroxyprolinresten auf Grund des volistandig 
substituierten Stickstoffs schwerer gespalten werden als andere. i 

DaB bei der Reaktion fliichtige Verbindungen auftreten, ist weniz waly. 
scheinlich, und wir haben wahrend des Aufschlusses bei 100° oder 135° auch wede 
fliichtige Basen noch Saéuren, noch gréBere Mengen neutraler Gase in der Damp. 
phase gefunden. Dabei kann nicht ausgeschlossen werden, daB eventuell ent. 
stehende fliichtige Saure durch Bindung an basische Gruppen neutralisiert worde, 
ist und umgekehrt. 

Wir untersuchten dariiberhinaus die Destillate, die beim Abdestillicren de 
Formamids nach seiner Einwirkung auf Gelatine in Kihlfallen von —78° zu ge. 
winnen waren. Den schnellsten Uberblick verschaffte das Infrarotspektrum eine 
Tropfens, der zwischen Arsensulfidscheiben eingepreBt war. Bis zuletzt (Sdp., 
< 100°) konnte man nur das Spektrum des Formamids ausmachen. +“ 


Fallbarkeit und Viskositit 


Um gut reproduzierbare Fillungen in absehbaren Zeiten zu lbe- 
kommen, verfolgten wir den Abbau zuerst bei 100°. Das hierbei ge. 
wahlte Formamid-Gelatine-Verhiltnis von 10:1 entspricht dem Ver 
haltnis, welches wir jetzt meist fiir die Auflésung von Lungen zwecks 
Staubgewinnung einhalten. 

Die Abbauprodukte wurden nach verschiedenen Zeiten fraktioniert 
gefallt, um die Kinetik der Reaktion zu untersuchen. Die Fiaillungen 
sind sehr gut reproduzierbar, wenn man das Lésungsmittel unter 
Vibration schnell zugibt, so da die Fallung ganz feinflockig ist und 
kein Formamid einschlieBt. 

Abb. 1 zeigt die Ausbeuten an fillbarem Protein, wenn man mit 
Athanol, dann mit Aceton und schlieBlich mit Essigester fraktioniert. 
An der gestrichelten Kurve erkennt man, daB immer mehr Bruchstiicke 
in Lésung bleiben. Die Fillungen unterscheiden sich in ihrer Amino. 


siurezusammensetzung. Jedoch ist der Unterschied nur summarisch nf- 


fassen und die Reaktionszeiten sind relativ lang. 

Dann untersuchten wir die Formamideinwirkung bei 40° und bi 
135°, nachdem sich herausgestellt hatte, da8 keine sprunghafte Anderuy 
des Reaktionsgeschehens in diesem Temperaturintervall eintritt*. Ak 
Initialreaktion des Formamids auf das Makromolekiil der Gelatine wa 


zunichst das Lisen von Wasserstoffbriickenbindungen zu erwarteng® 


Das muBte mit einer betrichtlichen Erniedrigung der Viskositat einher 


gehen, wobei im Vergieich zu Eisessig (Dielektrizititskonstante DK = 6) rest] 


* Diese Tatsache steht mit dem Befund in Einklang, daB es uns bei Ce 
weben nicht gelang, bei einer bestimmten Temperatur in diesem Bereich alk 
anderen Proteine wegzulésen, die elastischen und kollagenen Fasern aber w 
angegriffen zu isolieren. Zwar sieht man keine Veraénderungen der Fasern a 
ihrem mikroskopischen Bild, aber die Hydroxyprolin-Bestimmung zeigt deutlicl 
da8 fortlaufend ein geringer Teil der Skleroproteine in Lésung geht. (Nach Vor 
versuchen von und in Zusammenarbeit mit Dr. U. Roester, unveréffentlicht. 
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Abb. 1. Fraktionierte Fallung von Gelatine nach verschiedener Einwirkungszeit 
von Formamid bei 100°. 


(Angaben in % Trockengewicht; Menge der Fallungsmittel, bezogen auf Formamid- 
Volumen.) Zuerst Fallung mit 4 Vol. Athanol (©), anschlieBend mit 4 Vol. Aceton 
(O) und schlieBlich mit 9 Vol. Essigester (©). @: Berechnete Gesamtfallung. 


Phenol (DK = 10), Dimethylsulfoxyd (DK = 45) und wasserfreier 
Ameisensiure (DK = 59) Formamid (DK = 109) besonders wirksam war. 
Die anfingliche Viskosititsabnahme, die fiir Formamid/Gelatine- 




























weniger Protein mit Propanol-(2) ausgefillt werden kann. 





pLésungen in Abb. 2 dargestellt ist, hat mit einem Abbau nichts zu tun. 


Bei 40° bleibt trotz Viskositatsminderung das Protein fiir die Dauer 


eines Monats mit Propanol-(2) vollstandig fallbar und ist nach Dialyse 


egen Wasser (oder Methanol) in der Zusammensetzung, im isoelektri- 


Pschen Punkt und in seiner Gelierfaihigkeit unverindert. Propanol-(2) 
Phat einerseits die Eigenschaft, Formamid noch gut zu lésen, um es 
frestlos entfernen zu kénnen, andererseits Polypeptide und Proteine 


uantitativ zu fallen. (Eine Bestimmung der optischen Drehwerte wurde 
veder hier noch spiter durchgefiihrt.) 

Erhitzt man dagegen auf 135° — das sind die Reaktionsbedingungen 
nseres Lungenaufschlusses* —, so tritt neben der schnelleren Viskosi- 
itsabnahme ein Abbau ein, der sich zuerst darin auBert, daB immer 
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Abb. 2. Einwirkung von Formamid (10 Gew.-Tle.) auf Gelatine (1 Gew.-Tl), 

Oben: Gelatine-Prazipitat nach Fallung mit 9 Vol. Propanol-(2). Unten: Ab. 

pvahme der Viskositat 7, gemessen in Centipoise bei 40° (d4y = 1,139). Die Ansitze 

bei 135° wurden vor dem Zeitpunkt Null zur Auflésung der Gelatine 3 Stdn. bei 
40° geriihrt. Die gestrichelten Geraden gelten fiir reines Formamid. 


Analyse der funktionellen Gruppen von Gelatine 
nach Formamideinwirkung bei 135° 


Die Anzahl der Amid- und Formylgruppen bei den einzelnen Pro. 
panol-(2)-Fallungen gibt keinen exakten Anhaltspunkt fiir das Ausmai 
der Spaltung. Der Amid-N-Anteil liegt schon nach einstiindiger Ein- 
wirkungszeit bei knapp 2 Gewichtsprozent und ist nach 24 Stdn. auf 2,4°, 
angestiegen. Fiir eine eindeutige Charakterisierung der Spaltung miiBten 
die beiden Zahlen mit einem Fehler von héchstens -+-0,3% bestimmbar 
sein. Da die Fehlerbreite aller bis jetzt bekannten Amid-N-Analysen 
eine Zehnerprotenz hdher liegt, ist danach nur ein Abschitzen der 
Spaltung méglich. Aus Tab. 2 geht hervor, daB auch die Nachfallung 
mit Ather erst 2,7% Amid-N nach 24 Stdn. aufweist. Wegen der 2- 
nehmenden Zersetzung einiger Aminosiuren (vgl. Tab. 1) kann die 
Spaltung iiber 24 Stdn. hinaus schlechter verfolgt werden als in der 
ersten Periode. 
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Fir die Formylgruppen, die in dem gleichen molaren Verhiltnis 
ansteigen wie die Amidgruppen, gilt das oben Gesagte in gleicher Weise. 
Man kénnte daraus auf eine schnell verlaufende Additions- und auf 
eine langsam verlaufende Spaltungsreaktion schlieBen. Wie sich die 
Addition vollzieht, kann im Augenblick noch nicht gesagt werden. Sie 
mu8 chemischer und nicht nur physikalischer Natur sein. 

Denn erstens andert sich nach vielfachem Umfallen der Abbauprodukte mit 
Propanol-(2) der Wert der Amid- und Formylgruppen nicht; die Fallungen sind 
auBerdem staubtrocken. Zweitens miiBie nach Passage einer schwach sauren 
Jonenaustauscher-Saéule das ungeladene Formamid vor den Peptiden erscheinen, 
was nicht der Fall ist. Auch um eine Beimengung von Ammoniumformiat kann 
es sich nicht handeln, weil die geringe Menge des Ammoniak-Stickstoffs — be- 
stimmt vor der salzsauren Hydrolyse der Fallungen (Tab. 2) — das ausschlieBt. 
Gegen Ammoniumformiat oder Formamid in lockerer Bindung spricht schlieBlich 
die Tatsache, daB in der Propanol-(2)-Fallung (vor der Hydrolyse mit Natron- 
lauge) nach Passage eines stark sauren Austauschers nur etwa 15% der Gesamt- 
formyl-Gruppen im Eluat gefunden werden (Tab. 2). Der Kontakt mit dem stark 
sauren Austauscher dauerte 10 Min. bei 20° oder 20 Min. bei 4°. Bei der Trennung 
in der Kalte findet man in der nicht hydrolysierten Fallung 10—20% mehr For- 
niat, im Eluat also statt 0,8 nur 0,7 Gew.-%. Eine gewisse hydrolytische Ab- 
spaltung von Formylgruppen am Austauscher bei der Abtrennung von den die 
chromatographische Bestimmung stérenden Peptiden kann nicht vollstandig aus- 
geschlossen werden. 

Da der Trenneffekt der fraktionierten Fallung mit Lésungsmitteln 
unbefriedigend war, haben wir es vorgezogen, den iiberwiegenden Teil 
der Gelatine-Umsetzungsprodukte nach 24stdg. Einwirkung von Form- 
amid bei 135° in einem Arbeitsgang mit Propanol-(2) aus- und mit 
Ather nachzufallen, um mit anderen Fraktioniermethoden daran weiter- 
zuarbeiten. Wenn bei einem Gewichtsverhaltnis Formamid zu Gelatine 
wie 10:1 etwa 95% des ersteren abdestilliert werden, so erhailt man 
rund 85% der eingesetzten Gelatine als staubtrockene Propanol-(2)-, 
weitere 7% als Atherfaillung. Aus dem Rest ist Formamid sehr schwer 
zu entfernen, er enthalt aber auch noch Peptide mit einer durchschnitt- 
lichen Kettenlange von 20 Aminosiuren. Die Ergebnisse, die an diesen 
beiden Fallungen erhalten wurden, sollen im folgenden vorzugsweise 
gebracht werden. 

Wie aus der Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Gesamtstickstoff- 
Analyse (Tab. 2) ersichtlich, kann bei dem iiberwiegenden Teil der 
Peptidbindungen keine stéchiometrische Addition von Formamid etwa 
in dem Sinne einer Umamidierung unter Bildung einer Amidgruppe 
und einer formylierten Aminogruppe erfolgt sein. Der Stickstoffyehalt 
miiBte héher liegen, der Kohlenstoffanteil sollte niedriger sein. 

Die Analyse der Propanol-(2)-Fallung ergab folgendes: Freie 
Ammoniumionen liegen nach drei unabhingigen Methoden (Mikro- 
diffusion aus MgO-Suspension, Ninhydrin-N ohne Hydrolyse und Tren- 
nung an DEAE-Saule) in der GréBenordnung von 0,2% vor, der Amid- 
stickstoff!® betrigt dann 2,4% (0,17mMol pro 100 mg Fallung) und hat 


16 H. Stegemann, diese Z. 312, 255 [1958]. 














72 Hermann Stegemann, Bd. 319 (1960) 


Tab. 2. Analyse von Gelatine (Merck und Géppingen) und der aus letzterer nach 
24stdg. Einwirkung von Formamid bei 135° erhaltenen Propanol-(2)- und Ather. 
fallungen (Angaben in Gew.-%). 














Gelatine Propa-| ; 
Gép- nol-(2)- | File . 
Merck | pingen Fallung | ng 
Ninhydrin-N vor Hydrolyse .......... — — 0,2 | 0,2 
Ammoniak-N vor Hydrolyse.......... — 0,00} 0,2 0,1 
Ammoniak-N nach Hydrolyse (6n HCl, 24 Stdn., 

iene desbatge% folk S62. armud tee aoe — | 0,26] 3,0 | 29 
Amid- und Ammoniak-N ........... 0,30] 0,13] 2,6 2,8 
Amid-N (berechnet) ............. — 0,13 | 2,4 2,7 
seis IE lis ces! 6 a a) aoe lore 18,1 | 18,4 | 19,0 | 194 
Formyl- vor Hydrolyse ............ — 0,00} 0,8 | 1,5 
Formyl- nach Hydrolyse (0,1n NaOH, 3 Stdn., 100°) — 0,0 5,1 6,8 
a Be tae er a — | 49,6 | 50,6 | 50,0 
Wweteomtre see en Ss er abe -- 6,72 | 6,73 | 6,54 








* Analysen von Dr. Pfundt, Géttingen. 


sich im Vergleich zum Ausgangsmaterial auf annaihernd das 18fache er. 
héht. Die iibliche Diffusionszeit ist 2 Tage; der Amid-N-Wert erhéht 
sich aber auch nicht nach 4- bzw. 9tigiger Laugeneinwirkung. 


Zu der Bestimmung der Ameisensiure ist zu bemerken, daB die bekannten ; 
Verfahren!’ nach eingehender Priifung fiir unsere Zwecke entweder nicht empfind. | 


lich genug waren oder die bei Proteinhydrolysaten auftretenden Nebenprodukte 
den Nachweis stérten. Wir griffen auf Anregung von K. Stalder auf die quanti- 


tative Papierchromatographie!® zuriick und entwickelten eine Methode, bei der © 
Ameisensaure im Bereich von 5 bis 30 y bestimmt werden kann. Essigsaure, die den © 


gleichen Ry-Wert hat, stért dabei nicht, da sie Silbernitrat nicht reduziert. Liegen 


Chlorionen vor, so verdringt man diese zweckmaBig mit Sulfat, weil erstere durch | 


Uberlappung der Flecken den Formiatnachweis stéren kénnen. 

Formiationen lagen in der zu den Versuchen verwendeten Gelatine 
erwartungsgemaB nicht vor, ebenso ist ihr Anteil nach alkalischer Hy- 
drolyse (0,ln NaOH, 3 Stdn., 100°) kleiner als 0,01%. In der unhydro. 
lysierten Propanol-(2)-Fallung eines 135°-Ansatzes findet man_ nach 
Dowex-50-Passage pro 100mg 0,03 mMol Formyl (0,8 Gewichtspro. 
zent), in der wie oben hydrolysierten Propanolfaillung 0,18 mMol (5,1%). 
(Vgl. auch 8.71.) Subtrahiert man die ohne Hydrolyse gefundene 
Formiatmenge von der nach Hydrolyse bestimmten, dann erhalt man 
0,15 mMol Formiat bzw. Formyl pro 100 mg Propanol-(2)-Fillung. 

Vergleicht man den um den Ammoniumwert verminderten Amid- 
Stickstoff (2,4% = 0,17 mMol/100 mg) mit der Anzahl der Formyl- 
gruppen, so stellt man fest, daB die beiden Werte fiir den molaren An- 
teil von Formyl- und Amidgruppen innerhalb der Fehlergrenze identisch 
sind. Daraus geht hervor, daB sich die Gesamtzahl aller gefundenen 


17 H. Aebi, W. Buser u. Ch. Liithi, Helv. chim. Acta 39, 946 [1956]; Ta- 
Cheng Tung u. P. P. Cohen, Arch. Biochem. Biophysics 36, 114 [1952]. 

18 R. D. Fisher, D.S. Parsons u. G. A. Morrison, Nature [London] 161, 
764 [1948]. 
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Amidgruppen zu der Gesamtzahl aller Formylgruppen wie 1:1 ver- 
hilt und nach dem friiher Gesagten (vgl. S. 71) es sich nicht um phy- 
sikalisch gebundenes Formamid oder Ammoniumformiat handeln kann. 
Eine einfache Uberschlagsrechnung zeigt, daB im Durchschnitt Peptide 
mit 10 und weniger Aminoséuren zu erwarten waren, reprisentierte 
jede der gefundenen Formyl- oder Amidgruppen eine Formamidolyse. 
Da die Gelatine pro 100 Mol Aminosiuren im Mittel 11 Mol saure und 
damit in der Seitenkette amidierbare Aminosduren enthalt, wiirden bei 
vollstandiger Amidierung dieser Seitenketten ohne Kettensprengung 
1,6% oder 0,11 mMol Amid-N pro 100mg zu erwarten sein. Da wir 
0,8% mehr finden, kénnte das bei sonst unverandertem Molekiil grob 
iiberschlagsmaBig die amidierende Spaltung jeder 20. Peptidbindung be- 
deuten. Auch der Ammoniakwert nach saurer 105°-Hydrolyse (Tab. 2), 
der zusitzlich durch die Dehydratisierung von Threonin und Serin 
durch Formamid und anschlieBende Zersetzung durch Salzsaure be- 
lastet ist, kénnte damit iibereinstimmen. Die Molekulargewichte der 
resultierenden Peptide miiBten dann in dem Bereich um 2000 liegen. 


Aminosiure-Zusammensetzung 








der Propanol- und der Ather-Fallung 
In Tab. 1 ist die Aminosiure-Zusammensetzung der Fallungen mit 


{ | der des Ausgangsmaterials verglichen. Bei diesen Fillungen gelang es 
/im Gegensatz zu den 100proz. erhaltenen Aminosiurebausteinen der 
_ 40°-Ansiitze nicht, mehr als etwa 80% der Einwaage durch die Summe 


io d aller gefundenen Aminosiuren zu erreichen. 
le den © 


Der iibliche Weg, die Gewichtsainderung (z. B. Erhéhung durch Formylierung 
von NH,-Gruppen) insgesamt aus der Gewichtssumme der Fallungen zu bestim- 
men, ist in unserem Fall nicht gangbar, weil es praktisch unméglich ist, Form- 
amid und Ammoniumformiat aus dem (nach Abdestillieren des Formamids und 
nach Propanol/Ather-Fallung) erhaltenen Rest quantitativ zu entfernen. 

Die nur etwa 80proz. Ausbeute wird verstaindlich, wenn man einmal die 
Umwandlung von Serin und Threonin in ninhydrinnegative Verbindungen (5%) 
annimmt, zum zweiten bedenkt, daB die Propanol-(2)-Fallung noch 8% Formiat 
bzw. entspr. weniger Formyl enthalt und drittens eine geringfiigige Zersetzung 
vieler Aminoséuren in Rechnung zu setzen ist. 

Durch Vergleich der Verhaltniszahlen in den Spalten ,,Gelatine* 
und ,,Gesamt‘ ist zu ersehen, dai Threonin und besonders Serin, 
nicht jedoch Hydroxylysin, verandert und nicht wiedergefunden werden. 
Weniger stark vermindert sind Hydroxyprolin und Lysin, vermehrt sind 
Prolin und Ornithin. Ob die Vermehrung des Prolins, die der Vermin- 
derung des Hydroxyprolins gerade die Waage hilt, rein zufillig ist, 
kann nicht entschieden werden. Das chromatographische Verhalten 
eines Dehydroprolins wurde nicht gepriift. 

Soweit man aus den Verhiltniszahlen fiir die Propanol-(2)-Fal- 
lung schlieRen darf, sind die meisten der anderen Aminosiuren nicht 
nennenswert zersetzt worden, denn es ist héchst unwahrscheinlich, dab 
sie alle zu einem gleichen Prozentsatz abgebaut wurden. Die Molverhilt- 
nisse bei der Atherfallung sind ahnlich. 
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Dialyse und Molekulargewichts-Bestimmung 

Die Dialyse und die Elektrodialyse, die einen oberen Grenzwert fiir 
das Molekulargewicht des Dialysats abzuschitzen gestattet, wurile mit 
der Propanol-(2)-Fiallung bei +-1° im U-Rohr?!® durchgefiihrt. Sie liefer, 
nur etwa 3% nicht dialysierbaren Anteil bei einem Verhiiltnis yop 
durchgeflossener Wassermenge zu Substanz von 7000:1. In diesem hoch. 
molekularen Anteil (Mol.-Gew. > 10000) sind Serin und Threonin eben. 
falls vermindert (vgl. Tab. 1: ,,Retentat‘‘). Man kann daraus schilieBen, 
daB diese Zersetzung die Peptidkette nicht gesprengt hat und am ehesten 
ist an eine Dehydratisierung als ersten Reaktionsschritt zu denken, der 
u.a. den Verlust der Reaktionsfihigkeit mit Ninhydrin zur Folge hat. 

Die Messungen* der Sedimentations- und Diffusionskonstanten er. 


gaben ein mittleres Molekulargewicht von 67700 -+- 2400 (entsprechend — 


der ,,parent gelatine“ von Gallop?®) fiir die unbehandelte, entionisierte 
Géppinger Gelatine, von 2400+ 120 fiir die formamid-behandelte und 
mit Propanol-(2) gefallte Gelatine. Es war auffallend, daB bei dem un. 
behandelten Material gar keine, bei der Propanol-(2)-Fallung nur eine 


einzige sehr kleine (weniger als 5°, der Gesamtmenge) Nebenbande bei © 
den Aufnahmeserien zur Bestimmung der Sedimentations-Konstanten | 


zu beobachten war. Diese Fraktion sedimentierte schneller, entspricht 
also einem héheren Molekulargewicht als 2400 und bestitigt den durch 
die Dialyse erhaltenen Befund. Die absolute Héhe des Molekular. 
gewichts von 2400 steht auch in gutem Einklang mit der Abschiitzung 
der Spaltung nach der Zahl der Amid- und Formylgruppen (vgl. S. 73), 
wenn man vollstindige Umsetzung der Carboxylseitenketten mit Form. 
amid annimmt. 


Isoelektrischer Punkt und Elektrophorese 


Den isoelektrischen Punkt nach der Methode von Ward und 
Mitarbeitern™ zu bestimmen, war nur fiir unbehandelte Gelatine erfolg- 
reich. Die Abbauprodukte werden durch die gemischten Anionen. 
Kationen-Austauscher festgehalten und konnten erst mit Saure wieder 
eluiert werden. Die Methode wurde fiir die Gelatine dergestalt modifiziert. 
daB erst eine diinne Schicht Kationen-Austauscher in die auf 50° ten- 
perierte Saiule gegeben wird, bevor der Mischaustauscher eingefiillt wird. 
Man vermeidet so sicher eine Verfilschung des isoelektrischen Punktes 
durch Spuren basischer Bestandteile, die aus dem zersetzlichen Anionen- 
Austauscher entstehen. Das Verhalten am Austauscher ist ein anderer 
Hinweis auf das erniedrigte Molekulargewicht der Abbaupeptide, denn 

19 H. Stegemann u. G. Toennies, Nature [London] 177, 440 [1956]. 

20 P. M. Gallop, Arch. Biochem. Biophysics 54, 501 [1955]. 

21 J.W.Janus, A.N.Kenchington u. A.G.Ward, Research 4, 247 [195]. 

* Auch an dieser Stelle danken wir der Firma Phywe, Géttingen, Herm 
Dipl.-Math. Stams und Fri. Fillgrabe fiir die kostenlose Durchfiihrung der 
Versuche und die Diskussion der Ergebnisse, den Herren J. Fitzek und H. Flachs- 
bart fir die vielfache Bestimmung des partiellen spezifischen Volumens. Die ge- 
nauere Beschreibung der Versuche folgt an anderer Stelle. 
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nur sehr groBe Molekiile passieren ungehindert die Ladungen des 
Harzes. — Die Titrationskurven bei 0° und bei 20° sind im sauren 
Bereich identisch, im alkalischen erscheinen mehr saure Aquivalente 
(hydrolytisch abgespaltene Ameisensiure ?) bei 20° als bei 0°. 

Einen weiteren Uberblick gibt die Streifenelektrophorese im Elphor- 
H-Geriit?*, die zeigt, daB die anfangs einheitliche Gelatine (Merck) mit 
gunehmender Dauer der Formamideinwirkung stirker kathodisch wan- 
dert und bei héherer Abbautemperatur sich schlieBlich in elektro- 
phoretisch unterscheidbare Fraktionen auftrennt. Eine gewisse Flu- 
oreszenz ist aber iiber den ganzen Bereich zu beobachten (Abb. 2). 





































































Material | arm | Tage | + Stat ad 
G ~ - Ul 
1 100° | 4 INNII 
01 100° 9 SH 
001 100° | 9 Se 
001 100° 1 UII 
R 100° 9 = 
R 130° 2 S Wh NN Yj 


Abb. 3. Streifenelektrophorese von Gelatine und ihren Umsetzungsprodukten mit 

Formamid, Papier Schleicher & Schiill 2043a; 0,01m Phosphatpuffer, pp 5,8; 110 V; 

20 Stdn. bei Raumtemperatur. G = unbehandelte Gelatine, 1 = Athanolfrakt., 

01 = Acetonfrakt., 001 = Essigesterfrakt., R = nicht fallbarer Rest (Fraktionie- 

rung vgl. Abb. 1). Die Flecken wurden sichtbar durch Anfairben mit Amido- 

schwarz 10B (||) bzw. mit Ninhydrin (=); schrag schraffiert sind Fluoreszenz- 
Zonen bei Anregung mit Licht von 366 (7) bzw. 254 my (\). 


Der pu-Wert des Puffers wurde dabei dem isoelektrischen Punkt 
(px 6,5 + 0,2)* so angeglichen, daB unbehandelte Gelatine kaum wan- 
dert. Versuche mit Barbituratpuffer, pq 8,6, und Ammoniumcarbonat- 
puffer, pu 7, bestitigen die Annahme einer Amidierung durch Ein- 
wirkung von Formamid und erkliren die obigen Befunde. In welchem 
Ausma8 einer Formylierung eine Hydrolyse der Formylgruppe unter den 
Elektrophorese-Bedingungen folgt, war nicht zu klaren. 

Da uns die Streifenelektrophorese einen Hinweis gab, eine Reihe von UV- 
fluoreszierenden Substanzgruppen trennen zu kénnen, unterwarfen wir eine gréBere 


Menge formamidabgebauter Gelatine (3 bzw. 2 g) kontinuierlichen, 2 bis 4 Wochen 
ununterbrochen laufenden praparativen Elektrophoresen (Elphor-Va-Gerat**), 


22 Th. Wieland u. F.Fischer, Naturwissenschaften 35, 29 [1948]; W. GraB- 
mann u. K. Hannig, ebenda $7, 496 [1950]. 

23 W. GraBmann u. K. Hannig, Naturwissenschaften 37, 397 [1950]; diese 
Z. 292, 32 [1953]. 

* Herrn Dr. G. Failer (Deutsche Gelatinefabriken, Géppingen) danken wir 
tiir die Kontrollbestimmung der isoelektrischen Punkte. 
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ohne eine saubere Trennung der Fraktionen zu erreichen. Eine Zumischung yoy 
Methylglykol zum Puffer®4 verhinderte das Wachstum von Bakterien oder Hefen 
zumindest in der Zeit vom Auftragen bis zum Verlassen des Papiers. Da sich die 
Peptide iiber den Gesamtbereich der Réhrchen auseinanderziehen lieBen, jedoch 
ohne deutliche Trennung und eine Rechromatographie von Gruppen ebenfalls 
keine eindeutig einheitlichen Fraktionen lieferte und das Verfahren in unserem 
Fall zu zeitraubend war, verlieBen wir es zugunsten der Saulenchromatographie 
an Ionen-Austauschern auf Cellulosebasis2®, die wir seit 2 Jahren durchfiihren, 


Peptidfraktionierung an Cellulose-Austauschern 


Die Erfolge bei der Auftrennung von Peptid- und Protein-Gemischen 
an Austauschern veranlaBten uns, fiir unseren Zweck sowohl den syn. 
thetischen schwach sauren Carboxylionen-Austauscher auf Acrylatbasis 
(Amberlit IRC-50) als auch einen Carboxylgruppen und einen tertiire 
Aminogruppen enthaltenden Austauscher auf Cellulosebasis (CAM bzw. 
DEAE.Cellulose* der Firma Schleicher & Schiill**) einzusetzen. Mit 
jedem der Austauscher war eine bessere Fraktionierung als mit der 
Elektrophorese zu erreichen, jedoch schien uns die Trennwirkung der 
DEAE-Cellulose besonders gut, so daf wir diese im analytischen wie 
priparativen Ma8stab auf die Trennung der Propanol-(2)-Fiillung 
formamidbehandelter Géppinger Gelatine angewendet haben. Die Ather. 
fallung verhalt sich ahnlich und soll deshalb nicht gesondert besprochen 
werden. Es war fiir uns iiberraschend, in welchem Grade schon bei einem 
Durchgang die Feinfraktionierung eines sehr komplexen, hochmoleku- 
laren Peptidgemisches erzielt wurde. 


Als Modell diente uns 1 g in iiblicher Weise?® mit krist. Trypsin © 


gespaltene entionisierte Gelatine, die anschlieBend membramfiltriert und 
durch eine kleine Amberlit-IRC-50-Siiule (H°-Form) gegeben wurde, um 
eventuell eingeschleppte Bakterien und Natriumionen zu entfernen. 


Das Gewichtsverhaltnis von eingesetzten Abbaupeptiden zum DEAE-Pulver 
wurde sehr gro8, etwa 1:300 gewahlt. Temperierte Saulen von 170 cm Lange und 
2cm Durchmesser geben noch vertretbare Tropfgeschwindigkeiten (10 ml/Stde.). 
Eine Umlaufkiihlung auf 16° verlangsamte ein Bakterienwachstum so, daf wir 
in Proben vom Kopf der Saule phasenkontrastmikroskopisch stets einwandfreie 
Lésungen hatten. Das Sammeln der Fraktionen in Polyaéthylenréhrchen zum als- 
baldigen Tiefgefrieren verhinderte Verinderungen des Materials bis zur endgiil- 
tigen Aufarbeitung. 

Die Elution erfolgte zuerst mit Wasser, dann mit einem flachen, weitgehend 
linearen Gradienten steigender Natriumcarbonat-Konzentration, nachdem sich 
Elutionen mit Tris-[hydroxymethyl]-aminomethan-Puffer als vergleichbar, aber 
wegen der spateren Analysen als weniger geeignet erwiesen. Bei 1,51 Elutions- 
volumen stieg die Natriumionen-Konzentration bis auf 0,02m an. 


24H. Stegemann, Naturwissenschaften 438, 518 [1956]. 

25 H. A. Peterson u. H. A. Sober, J. Amer. chem. Soc. 78, 751 [1956]. 

26 A.Courts, Biochem. J. 59, 382 [1955]; W. GraBmann, K. Hannig, 
H. Endres u. A. Riedel, diese Z. 306, 123 [1956]. 

* Carboxymethyl- bzw. Diaithylaminoathy]-Cellulose. 

** Wir danken der Firma Schleicher & Schill, Dassel bei Einbeck, fiir 
kostenlos zur Verfiigung gestelltes Material. 
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‘ Helen Das Ergebnis der Trennung nach Trypsinspaltung ist in Abb. 4a 


sich die | far die Elution mit einem Natriumcarbonat-Gradienten und zuletzt mit 
jedoch | Natronlauge dargestellt. 25% jeder Fraktion wurden fiir die Analysen 


venti von Ninhydrin-Stickstoff sowohl vor wie nach Salzsiurehydrolyse, von 
nserem j 
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ulver | Abb. 4. Gradientenelution der Abbaupeptide aus Gelatine von einer Saule mit 
e und DEAE-Cellulose, Elution mit Wasser, 0,05m Na,CO, zuflieBend, ab Frakt. 470 


tde.). mit 0,05n NaOH. 

B wit a) Etwa 200 mg trypsingespaltene Gelatine; b) 284mg Propanol-(2)-Fallung 
— nach Formamid-Einwirkung (24 Stdn., 130°). 

n als- 

dgiil- 


Hydroxyprolin und von ,,Gesamtprotein“ (nach Folin-Ciocalteu) 
verwendet, 75% der Fraktion standen fiir weitere Untersuchungen zur 
aber | Verfiigung, speziell zur Rechromatographie und zur Bausteinanalyse?’. 
ions. | Einer iibersichtlichen Darstellung wegen sind nur die Kurven fiir den 
Hydroxyprolin-Anteil ia Millimikromol (mMol) gezeichnet. 

In der gleichen Weise haben wir die von formamidbehandelter Gela- 
|. tine erhaltene Propanol-(2)-Fallung an der DEAE-Siule aufgetrennt. Das 
nig, | der Abb. 4a entsprechende Fraktogramm ist in Abb. 4b wiedergegeben. 

Vergleicht man die Fraktogramme trypsin- und formamidabge- 
bauter Gelatine, so fallt bei ersterer die geringe Menge von Peptiden auf, 





27 H, Stegemann, diese Z. 319, 87 [1960], nachstehend. 
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die entweder so basisch oder aber neutral sind, daB sie unmittelbar nach F 
dem Durchbruchsvolumen der Siiule eluiert werden, wahrend die form. § tine) 
amidbehandelte mehr als ein Viertel aller Peptide an dieser Stelle exthalt, F sedi 
Dieses Verhalten am basischen Austauscher bestatigt, daB sich durch die § trati 
Formamidolyse der basische Charakter der Peptide erhéht hat und da § pan 
das — besser differenzierte — Elutionsspektrum mit dem untere Kon 
Elektropherogramm der Abb. 3 verwandt ist. An Dowex-50-Siiulen F Ante 
werden z. B. unter den Bedingungen von I. c.?? alle Peptide vollst‘indig 
festgehalten, an schwach sauren Austauschern gelingt eine weiter § forr 
Fraktionierung.  kula 
Die etwas schlechtere Fraktionierung der Formamidspalt ungs. § einh 
produkte im Vergleich zu den tryptischen Peptiden mag mit einer sehr § 10 / 
langsamen Veranderung des Materials wihrend des Versuches (Hydrolyse § pit; 
von Formylgruppen ‘) zusammenhingen, und es sind Versuche im Gang, ¥ form 
diese Veranderung durch vorsichtige Deformylierung auszuschalten, 
Peptide mit vielen sauren Valenzen, die von dem schwach basischen § seit. 
Austauscher erst mit Natronlauge abgelést werden wiirden, fehlen beim 4 ole 
formamidbehandelten in Gegensatz zum trypsingespaltenen Material fast grup 
ganz (0,1% der Einwaage). zieht 
Die Bausteinanalysen verschiedener Gipfel sind wegen ungeniigender Ein. 
heitlichkeit der Peptide noch nicht aufgefiihrt. Wir orientierten uns nach Elektro. 7 orp 
phorese und erneuter Séulenchromatographie der Fraktionen vor allem an der 
Ganzzahligkeit der Molverhaltnisse aller Bausteine. Es gelang bisher nur bei zwei 


Peptiden, das zu erreichen und sie sind noch nicht durch die Wiederholung der } Mit 
Isolierung gesichert, liegen aber im erwarteten Molekulargewichtsbereich bei 2500. 4 grup 


Diskussion grup 


FaBt man die bisher gewonnenen Ergebnisse zusammen, so sind die 
urspriinglichen Peptidketten (Mol.-Gew. 67700) der Gelatine durch die | 
24stdg. Einwirkung von Formamid bei 130° durch Umamidierung abge. 
baut worden. Threonin und Serin werden weitgehend (die anderen 
Aminosiuren kaum) verindert, ohne daf ein bruch der Peptidkette an} nq ; 
diesen Stellen eintritt. Nicht identifizierbare Umsetzungsprodukte | £. Me 
wurden nicht gefunden. Der Abbau geht nicht bis zu Oligopeptiden | der P 
oder gar Aminosiuren (vgl. dazul.c.**), ist andererseits aber so durch. 
greifend, da8 man die Ergebnisse nicht allein durch Lésen zwischen-f 4, 4 
molekularer Bindungen erkliren kann, wie es fiir die Einwirkung von} die A 
Formamid auf Keratin diskutiert wurde?®. Nach den umfassenden Unter. | 
suchungen von Bredereck*®® mit B. Steiner und W. Reuter iiber} 
Syntheseméglichkeiten mit Formamid ist die spaltende Wirkung au! 
Dioxopiperazin bei 130—145° wesentlich intensiver, denn man erhiilt in} 
guter Ausbeute Formylglycylglycinamid und aus ¢-Caprolactam das} 




















é-Formylamino-capronamid. keine 
28 F. Micheel, Chem. Ber. 80, 37 [1947]. 3 


29 KE. Eléd u. H. Zahn, Kolloid-Z. 108, 94 [1944]. J. Fit 
30 H. Bredereck, R.Gompper, H.G. v.Schuh u. G. Theilig, Angew. 
Chem. 71, 753 [1959], u. zwar S. 759. und } 
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Fiir die Propanol-(2)-Fallung (85° der formamidbehandelten Gela- 
tine) ergab die Ermittlung der Diffusionskonstanten und die Analyse der 
Sedimentation in der Ultrazentrifuge bei vier verschiedenen Konzen- 
trationen das mittlere Molekulargewicht von 2400 und eine scharfe 
Bande von nicht erwarteter Symmetrie. Eine mengenmiaBig sehr geringe 
Komponente wandert schneller und entspricht dem nicht dialysablen 

' Anteil (3%) der Propanolfallung. 

Amid- und Formylgruppen-Analyse lassen auf eine weitgehendere 
Formamidolyse von Peptidbindungen schlieBen als es nach der Mole- 
kulargewichts-Bestimmung und mit Vorbehalt nach zwei wahrscheinlich 
einheitlichen Spaltpeptiden der Fall ist. Wir finden auf weniger als je 

10 Aminosiuren eine Amid- bzw. Formylgruppe in aquimolarem Ver- 

hiltnis. Eine physikalische Addition von Formamid oder Ammonium- 

formiat wurde ausgeschlossen. 

Nimmt man an (vgl. S. 73), daB auch alle Carboxylgruppen in der 
Seitenkette Formamid gebunden haben, dann stimmt das gefundene 
Molekulargewicht mit der Uberschlagsrechnung aus Amid- und Formy]- 
gruppen-Analyse iiberein. Wie sich diese Addition von Formamid voll- 
zieht, ist offen. 

Tatsache ist jedenfalls, da8 nur etwa jedes vierte der addierten 
Formamidmolekiile eine Spaltung der Peptidkette bewirkt hat, wobei 


. | die urspriingliche Kettenlinge im Mittel auf 1/,, reduziert wurde. Peptide 


mit mehr als 20 Aminosiuren waren zu erwarten. Ob einer Amid- 
gruppierung bei der Formamidolyse der Vorzug gegeben wird, kann noch 
nicht gesagt werden. Wir bearbeiten deshalb zur Zeit die NH,-End- 


gruppen-Bestimmung nach vorsichtiger Abspaltung der Formylgruppen, 


Beschreibung der Versuche 


Als Ausgangsmaterial fiir die Untersuchungen diente meist alkalisch vor- 
behandelte Gelatine der Deutschen Gelatine Werke Géppingen, Charge 3503/75 
und in manchen Fallen eine nur mit heiBem Wasser extrahierte Gelatine der Fa. 
E. Merck, Darmstadt, ,,Extragoldetikett‘‘ Charge 542617. Analytische Daten bei- 
der Priparate sind in Tab. 1 und 2 zusammengestellt. Weitere Angaben sind den 
Tab. 3 und 4 zu entnehmen. Zur Analyse des Glihriickstandes* wurden 100 mg 


| Riickstand in 5 ml In HNO, gelist, mit Wasser auf etwa py 1 gebracht, durch 
“PF den Kationenaustauscher Lewatit S 100 gegeben und im durchgelaufenen Anteil 


die Anionen bestimmt. Die Kationen wurden mit 4n HCl ausgewaschen, letztere 


. | abgeraucht und der Riickstand analysiert (vgl. dazu 1. c.*4). 


Beide Gelatine-Praparate (je 300 y) zeigten bei der Streifenelektrophorese 


‘unter den in Abb. 3 angegebenen Bedingungen nur eine mit Amidoschwarz 


10B anfarbbare Zone. Bei der Chromatrographie an DEAE-Cellulose mit Na,CO,- 


' Puffer, wie unten beschrieben, trat keine Albuminzone auf (vgl. S. 66). Durch 
Extraktion mit Athanol/Chloroform (aceotropes Gemisch; 1 Woche) konnten 
keine Lipoide nachgewiesen werden. 


31 H. Stegemann u. J. Fitzek, Beitr. Silikoseforschung, Heft 31, 31 [1954]; 
J. Fitzek u. H.Stegemann, ebenda Heft 47, 41 [1957]. 

* Fiir die Durchfihrung der Analysen danke ich den Herren Johann Fitzek 
und Hermann Flachsbart. 
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Tab. 3. Einige Eigenschaften der beniitzten Gelatinepraparate. 











Praparat | G6ppingen Merck 
0 
% Gewichtsverlust beim Trocknen (50° iiber P,O;) | 9,0 a1 ‘ine 
Glihriickstand* (% des Trockengew.). .... . 2,51 1,28 gege 
Isoelektrischer Punkt bei 45° nach 1.c.2! best. (px) 5,0+0,1 | 65.09 psec! 
Viskositét d. 5proz. waBr. Lésung** (Centipoise) 3,68 4,59 Glye 





* Vgl. Tab. 4. ’ tion: 





























** Bestimmung im Kugelfall-Viskosimeter nach Hoeppler bei 40°; dy = 1,009 bzw. 1,010, such 
fol 
Tab. 4. Prozentuale Zusammensetzung des Gliihriickstandes der beiden Gelatine. — 
praparate. 
= ~ 
fethod 2 SP 
Methode é & e2 Bole 
$ 2 | span 
; liert 
Calcium titrimetr. mit Athylendiamin-tetraacctat . 9,8 | 41,4 | Cad F_. 
Magnesium | photometr. mit Titangelb ........ 0,2 2.3 | Mgd i 
Eisen photometr. mit Phenanthrolin ..... Spur. | Spur. | FeO § geen, 
Natrium gravimetr. als Na-Zn-Uranylacetat .. . 45,9 9,2 | Na,0 9 Vibr 
Sulfat © iiber BaSO, titrimetr. mit Athylendiamin- das ¢ 
i MAMET Sain’ ole G lg! oerta leas 10,4 | 39,5 | SO, > 
Chlorid Wn WMG. iowa es hoses’ s 1,1 | Spur.} Cl J jong 
Phosphat photometr. als Phosphomolybdanblau . . 0,3 6,6 | P,0; 7 vord 
Carbonat 1. nach Diffusion in Ba(OH),-Lésg.. . . 14,1 | Spur. | CO, © (insg 
2. nach Titration des Gliihriickstandes mit durel 
HCl gegen Methylorange ..... . (15,1) por 
Silicat photometr. als Silicomolybdinblau . . . 0,6 | 0,8 | SiO, | Susp 
Summe. . . | 82,4 | 99,8 | | riebei 
getro 
Bestimmung des isoelektrischen Punktes: 5 ml Dowex 50X4 (< 4M 
mesh, mit 2n HCl aktiviert und mit Wasser neutral gewaschen) werden innig ge. 
mischt mit 10 ml Dowex 1X8 (50—100 mesh, frisch mit 2n NaOH aktiviert uni obige 
mit Wasser neutral gewaschen; Wasser, das 5 Min. mit dem Austauscher in Be 
riihrung war, darf mit Phenolphthalein keine Rosafarbung ergeben). Dann wir D 
in eine auf 50° temperierte Siule von 9—11 mm Innendurchmesser (Liebig§ “""' 
kithler) 1 ml Dowex 50 gegeben, darauf das Austauscher-Gemisch und schlieBlich 
100 ml 50° warme 2 proz. Proteinlésung. In der durchgetropften Losung (2 ml/Min|f ¢ g, 
mi8t man den py-Wert bei 40° mit der Glaselektrode. /10 on 
Formamid: In einem doppelttubulierten 4-]-Rundkolben mit 25cm hohef) 
Raschig-Kolonne werden 31 mehrere Wochen iiber Natriumsulfat getrocknete}) 
technisches Formamid* mit umgekehrter, extrem fein ausgezogener Kapillare in} 
Olpumpenvak. (0,1 Torr) destilliert; das Redestillat bei 80 +0,5° wird verwendet} 
Es schmilzt zwischen 2,0 und 2,5° und ist frei von Aldehyden. Es halt sich inp 


dunklen Flaschen ohne Luftpolster bemerkenswert gut und liefert selbst nad 
3 Jahren ein unveraindertes IR-Spektrum (aufgenommen zwischen Arsensulfit ‘ fluB 
Platten). ; Pr 





* Auch an dieser Stelle méchten wir der Badischen Analin- & Sods}, Kopf 
Fabrik fiir die kostenlose Uberlassung des Formamids bestens danken. 
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Reaktionsbedingungen fiir die Umsetzung von Formamid 
ae. mit Gelatine : 


lerek In einen dreifach tubulierten 4-l-Rundkolben mit einem Schliff NS 45, Ther- 
% mometer und NaOH-Trockenrohr werden 2000 g Formamid eingefiillt und durch 
7.7 einen Pulvertrichter schnell 200 g entionisierte gefriergetrocknete Gelatine zu- 
1,28 egeben. Diese muB gewichtskonstant iiber P,O, bei < 0,05 Torr getrocknet sein; 
5.0.9 Bp sie ladt sich beim Einfillen elektrostatisch auf. Der Inhalt des Kolbens wird mit 
~-* F oinem eingeschliffenen Riihrer so lange in einem mit Umwalzpumpe ausgestatteten 
1,59 Glycerinbad bei 40° geriihrt, bis sich alles gelést hat (2 Stdn.). Dies wird als Reak- 
tionsbeginn definiert. Will man die Einwirkung bei hoheren Temperaturen unter- 
*- 1,010. & suchen, dann lést man erst bei 40°, setzt in ein vorgeheiztes Bad um und ver- 
folgt die Temperaturerhéhung im Kolben. Das Erreichen der vorgeschriebenen 
xelatine. | Temperatur zihlt als Reaktionsbeginn. 





































Tae Fallung der Abbauprodukte aus Gelatine-Formamidliésung 
2. Alle Lésungsmittel sind fraktioniert destilliert und wasserfrei. Sofern Metha- 
$= 7 nol als Lésungsmittel eingesetzt wird, wurde es iiber Aluminium- oder Magnesium- 
A spanen am RiickfluB gekocht*?, der nicht umgesetzte Teil von Methylat abdestil- 


liert und die konstantsiedende Fraktion alsbald verwandt. 
Cad Propanol-(2)/Ather-Fallung mit vorheriger Konzentrierung der Gelatine- 
Lésung: Die 24 Stdn. bei 135° gehaltene Gelatine-Formamidlésung wird zuerst 
auf 5°, des Ausgangsvolumens im Rotationsverdampfer** im Olpumpenvak. ein- 
FeO | geengt, 10 ml in einen Zentrifugenbecher von 250 mi Inhalt gegeben und ein 
Na, 9] Vibratorstab mit durchléchertem Teller von mindestens 45 mm Durchmesser in 
das obere Drittel der Fliissigkeit eingehangt. Dann setzt man den Vibrator (Typ 
so, | E1, Bopp & Reuther, Mannheim) mit kleiner Hubhoéhe in Gang, gibt — solange 
Cl * | sich der Niederschlag noch wieder aufliést — das fallende Agens [z. B. Propanol-(2)] 
langsam zu und steigert den Hub momentan zum Maximalwert, wenn man — noch 
vor dem Auftreten einer permanenten Fallung — das Lésungsmittel schnell zugibt 
CO, + (insgesamt 10 Tle.). Die Fallung muB jetzt als ganz feinflockiger Niederschlag 
durch die Bewegung des Vibrators 10 Min. im Becher kreisen. Dann 148t man 
sedimentieren, dekantiert vom Uberstand, wascht zweimal auf die gleiche Art mit 
Si0 dem fallenden Lésungsmittel und zentrifugiert 60 Min. mit etwa 3000xg die 
i“: Suspension. Das Sediment wird nochmals mit dem betreffenden Solvens ver- 
| ‘rieben, iiber Nacht fest verschlossen stehen gelassen, wieder zentrifugiert und 
getrocknet. — Nur der erste Uberstand, der rund 95% des léslichen Materials 
= 0) enthalt, wird auf 1/, des Volumens eingeengt und mit einem gleichen Anteil absol. 
(< Athers gefallt und die Fallung mit Propanol-(2)/Ather 1:1 gewaschen. 
nig ee Bei den Fallungen ohne vorherige Konzentrierung halt man sich an das 
— obige Arbeitsschema. Alle verklumpten Fallungen miissen verworfen werden. 


| 


= 
Ss 

















wind 

Licbip Durchfiihrung der Fraktionierung an DEAE-Cellulose-Austauschern 

ot : 100 g in 250 ml 0,1n NaOH suspendierte DEAE-Cellulose der Fa. Schleicher 

/Min. _ & Schiill* werden eingeschwemmt in eine Saéule von 140 cm Lange und 20 bzw. 
hohet A 10mm Innendurchmesser (oben NS 14,5, unten Kapillarhahn NS 12 mit Quarz- 
knetes are 


32H. Lund u. J. Bjerrum, Chem. Ber. 64, 210 [1931]. 

33 H. Stegemann, Chemiker-Ztg. 81, 110 [1957]. 

a * DEAE-Cellulose US-amerikanischer Provenienz war nicht zu gebrauchen, 
weil die damit gefiillten Séulen eine zu geringe DurchfluBgeschwindigkeit auf- 
sulfi] Wiesen. Drei verschiedene Schleicher & Schiill-Chargen zeigten gleich gute Durch- 
_ fluBgeschwindigkeiten; auf eine der 3 Chargen konnte jedoch nur eine begrenzte 
| Menge (< 300 mg) Abbauprodukt gegeben werden, weil sonst eine Quellung am 
Soda} Kopf der Saule den DurchfluB der Elutionslésung verhinderte. Austauschkapazitat 
0,4 mAquv./g. 
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wollpfropf) mit Glasmantel fiir Umlaufkiihlung (Chemieglas, Géttingen). Nag, 


dem Absaugen der iiberstehenden Fliissigkeit wird so lange Suspension nach, | 
gegeben, bis die Saule gefiillt ist (Dauer etwa 5 Stdn.) und je 24 Std. unte | 


hydrostatischem Druck mit 0,ln NaOH, dann mit entionisiertem Wasser g. 
waschen, bis das Eluat neutral reagiert. Die Saule sollte eine Tropfgesch windig. 
keit von 10—15 ml/Stde. zeigen. Dann wird die Umlaufkihlung angeschloggey 
(z.B. 16°), 200—400 mg Peptidgemisch in 5 ml waBr. Lésung gleichmisig ay 
den Saulenkopf gebracht und nach dem Versickern mit 5 ml Wasser nachvespiil, 
ohne die Cellulose aufzuwirbeln. Ist auch dieses Volumen in der Saule versickert, 
gibt man vorsichtig 10 ml Wasser auf und schlieBt an das VorratsgefaB mit Wasge 
(2-l-Auslaufflasche mit Tubus) an. Spaiter tauscht man die Vorratsflasche gege, 
das MischgefaB aus. Als MischgefaiB dient eine handelsiibliche 5-l-Auslaufflasch 
aus Jenaer Glas (Schott-Katalog Nr. 4155, Hals NS 45, Auslauf NS 19) mit zien. 
lich genau 61 Inhalt bis zum Schliffrand, einem 8 cm langen, mit Polyathylen 
iiberzogenen Rundmagneten von 7 mm Durchmesser in der wassergefiillten Flasche 
und einem aufgesetzten Scheidetrichter mit 0,05m Natriumcarbonat- bzw. Natrium. 
hydrogencarbonat-Lésung (bedeckt mit Toluol). Unter dem MischgefaB befindet 
sich ein Rihrmotor mit Hufeisenmagnet wie |.c.?7 beschrieben. Das Mischgefig 
ist tiber eine Polyaéthylenkapillare mit dem Saulenkopf verbunden. Der Gradient 
ist bis zu 1300 m/ Eluat geniigend linear und hat dann 20% der Konzentration 
von der einflieBenden Lésung erlangt. Um einen gleichen Konzentrationsanstieg 
fiir die nachsten 1300 mi zu erreichen, ersetzt man die einflieBende Lésung gegen 
eine um 20% konzentriertere. 

Die Saule hat ein Totvolumen von etwa 120 ml. Diese Fraktionen werden 


daher in einem MeBzylinder, die spaiteren in 4-ml-Portionen in Reagenz,,glisern* © 


aus Polyéthylen aufgefangen. Da der benutzte Fraktionssammler (Hésli, Typ FT) 
270 Bohrungen von 18mm Durchmesser hat, fertigten wir 800 Roéhrchen von, 
16 cm Lange aus Polyathylenschlauch (Firma Norvin, Heilsbronn, Mittelfranken) | 
von 16mm auBerem Durchmesser (Wandstarke 1mm) durch Zuschmelzen des| 


einen Endes und konnten so die gesammelten Fraktionen ohne Bruchgefahr in — 


der Tiefkiihltruhe aufbewahren. 

Von jeder 4-ml-Fraktion werden je 0,2 ml fiir eine Ninhydrinbestimmung* 
ohne Hydrolyse und eine Folin-Ciocalteusche Analyse in optisch geeichte 
Reagenzglaser pipettiert, 0,6 ml werden in normalen Reagenzglasern mit 1 ml % 
HCl einer 20stdg. Hydrolyse bei 105° im Glycerinbad unterworfen (Glaskappe) 
und mit 4,4 ml 4m Natriumacetat-Lisung abgepuffert. Man pipettiert 2 ml fir 
eine Hydroxyprolin-** und 2 ml fiir eine Ninhydrinbestimmung ab, 2 ml bleiben 
als Reserve. Bei jedem Hydrolysenansatz laufen 10 Blindwerte mit. 

Da jede Analyse von 0,2 mi der Originallésung ausgeht, sind die in muMol 
ausgedriickten Werte unmittelbar zu vergleichen und werden in dieser Form in 
die Kurve eingetragen (Abb. 4). 


Folin-Ciocalteu-(Phenol-) Bestimmung 
Im wesentlichen verfahren wir nach der Vorschrift von Lowry und Mit. 
arbeitern®*, jedoch werden zur Steigerung der Analysengeschwindigkeit (Reihen- 
analysen in optisch geeichten Reagenzglisern) einige Modifikationen angebracht. 
2g Natriumtartrat und 1 g CuSO,:5H,O werden jeweils in 100 ml Wasser 


gelést und erst vor Gebrauch zu gleichen Teilen gemischt. 2 ml des Gemisches} 


werden dann zu 100 ml 2proz. Natriumcarbonat-Lésung (in 0,ln NaOH) gegeben 
und 1 mi der im Reagenzglas befindlichen Untersuchungslésung mit 2 ml dieser 
alkalischen Kupfersulfatlésung (1 Tag haltbar) geschiittelt. Nach 10—20 Min. er. 


34 H. Stegemann, diese Z. 319, 102 [1960], nachstehend. 

35 H. Stegemann, diese Z. 311, 41 [1958]. 

36 QO. H. Lowry, N. J. Rosebrough, A. L. Farr u. R. J. Randall, J. biol. 
Chemistry 198, 265 [1951]. 


FEO HERE 














19 (1960) 


nN). Nach 
ON Nach. | 
3. unter | 
Asser ge. q 
hwindig. 
3c hloggey 
Big auf 
hgespiilt, 
-rsickert, 
t Wasser 
he gegen 
ufflasche 
lit ziem. 
yathylen 
| F'lasche 
Vatrium. 
befindet 
schgefaig 
xradient 
ntration 
sanstieg 
ig gegen 


werden 
yliisern* 
yp FT) 
len. Von | 
ranken) 
zen. des | 








ofahr in 


mung 
seeichte 
1 ml 9% 
skappe) 
ml fir P 
bleiben 


myMol 
‘orm in 


id Mit. 
Reihen- 
bracht. F 
Wasser | 
nisches | 
egeben 
dieser 
in. er- 


J. biol, 











83 


Einwirkung von Formamid auf Gelatine 





Bd. 319 (1960) 





folgt die Zugabe von 1 ml verdiinntem Phenolreagenz* pro Glas unter Schiitteln, 
die Serie wird 10 Min. im Wasserbad auf 60° erwarmt, unter Leitungswasser ab- 
gekiihlt und die Extinktionen im Photometer (Elko III) mit dem Filter S 59 ge- 
messen. Die Farbung ist mindestens 1 Stde. stabil. Automatische Pipetten lassen 
sich hier verwenden, wenn sie aus Glas, Plastik oder V4A-Stahl bestehen. 

Die Eichung erfolgte mit Tyrosin; Substanzen, die einen Beitrag zur Far- 
bung geben, sind in Tab. 5 aufgefiihrt. Die Proteine zeigen bis zu 100 y/ml eine 
lneare Extinktionszunahme. 


Tab. 5. Extinktionen bei der Folin-Ciocalteu-Bestimmung, bezogen auf 1 ml 
Untersuchungslésung mit 0,7 uMol = 10 y N Substanz in 16-mm-Rohrchen. In 
der rechten Spalte ist die Relation zu Plasmaalbumin angegeben. 











10° E Rel. £ 
Tyron... +... . 3700 Rinderplasmaalbumin, krist. 100 
Tryptophan... ... 1800 Gelatine (Merck) ... . 64 
ee 370 Gelatine (Géppingen) 
(Cystein). ......-. 275 3503/75, alkalisch vor- 
x.y-Diamino-buttersaure . 82 behandelt ....... 51 
Hydroxylysin ..... 36 Gelatine (G6ppingen) 
| OSS Se cece 25 3203/44, sauer extrahiert. 51 
Glucosamin . ..... 25 
Formamid....... 0 
Ammoniumformiat . . . 0 
Alle anderen iiblichen 
Aminosiuren . . ... 0 








Trypsin-Spaltung 


1,00 g gefriergetrocknete entionisierte Géppinger Gelatine wurde in 20 mi 
Wasser gelist, auf einem mit Thermostat versehenen Magnetriihrer auf 40° ge- 
bracht und durch einen Autotitrator (Radiometer, Typ TTT la, Kopenhagen) mit 
0,ln NaOH px 8,2 eingestellt. Dann wurden 5 mg 2mal krist. Trypsin (Mann, 
New York bzw. Nutr. Biochem. Corp., Cleveland, USA), das chromatographisch 
nicht speziell auf Einheitlichkeit untersucht worden war, zugesetzt und die Spal- 
tung durch die Zunahme saurer Aquivalente mit dem Titrator verfolgt. py-Kon- 
stanz betrug 8,2—8,4. Nach 1 Stde. waren 90% des mit dieser Enzymmenge um- 
setzbaren Materials gespalten. Es wurden nochmals 5mg Trypsin zugegeben, 
3 Stdn. gewartet und die Lésung nach kurzem Aufkochen filtriert (Filter mittel, 


_ Gruppe 6, Membranfiltergesellschaft, Géttingen), durch 1g Amberlit IRC 50 in 


der H®-Form gegeben, mit Wasser nachgewaschen und der Durchlauf gefrier- 
getrocknet. 


Kontinuierliche Dialyse und Elektrodialyse 


Wir benutzen dazu das U-férmige Dialysegerit mit Rihr- und Temperier- 
moglichkeit!® und schlieBen den einen Schenkel iiber Polyaéthylenschlauche an 
die Vorratsflasche mit Wasser oder dem organischen Liésungsmittel an. Das Gerat 
wurde noch vereinfacht durch Verwendung von Polyathylenstopfen NS 29 an 
Stelle der Eckhahne; die Stopfen wurden in Hohe der EinlaBrohre durchbohrt 
(Unterseite abgeschnitten) und liefern so ein selbstdichtendes Eckhahnkiicken. 


rs Das kaufliche (Merck 9001) oder selbst dargestellte Reagenz*’ wird vor Ge- 
brauch mit 9 TlIn. Wasser verdiinnt. 
37 QO. Folin u. V. Ciocalteu, J. biol. Chemistry 73, 627 [1927]. 


6* 
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Die Elektrodialyse fiihren wir in einem modifizierten Geraét durch (Abb. 5), 


die Platindrahte werden erhitzt, langsam durch den Polyathylenstopfen geschobey | 


und gleichzeitig damit eingeschmolzen. Wir verwenden 220 Volt Gleichstrom und 
fiihren Wasser bzw. Methanol mit einem Polyathylenschlauch in der Mitte de 
U-Rohres ein. Das Liésungsmittel kann an den Seiten abflieBen. 

Zur Dialyse bei + 5° bis —25° hingt man das U-Rohr in das Bad eing 
Kihltermostaten (Mammut-Laborkiihler LFK 5-20) mit Wasser/n-Propano!/Atha. 
nol 1:1:2. Dieses Gemisch hat den Vorteil, daB es die iibliche Lackierung von 
Geraten nicht angreift und wenig verdunstet. Als Dialysierschlauch diente ein 
6-mm-Schlauch der Visking Corp., Chicago 38, USA. 


a aa 


Zuflu8 fur Lésungsmittel 
Polyathylenstopfen NS 29 
) r Platindraht 2mm 
ars 


Oreste 
a 
oil 














7 Abb. 5. Dialyse- und Elektrodia- 
lysegerat fiir kontinuierlichen und 
ah temperierbaren DurchfluB. 
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Ameisensaurebestimmung 




















Hydrolyse (falls Formylgruppen freigesetzt werden sollen): Die zu unter. 
suchende Substanz mit etwa 100 y Ameisensaure wird mit geringem Uberschuf 
von 0,1n NaOH 3 Stdn. bei 100° hydrolysiert. 


Partielle Abtrennung von Peptiden: Sind Formylgruppen in einem 
Protein zu erwarten, ist es notwendig, das Partial-Hydrolysat von z.B. 100 mg 
Protein in 3 ml 0,ln NaOH durch 1 mi (mit In Schwefelsaure aktivierten und 
mit Wasser neutral gewaschenen) Austauscher (Dowex 50X2, 200—400 mesh) zu 
geben. Es wird mit méglichst wenig Wasser (etwa 5 ml) nachgespiilt, bis das Eluat 
eben neutral ist (Mikrotropfen auf Universalindikatorpapier), mit 1 evtl. 2 Tropfen 
2n NaOH alkalisch gemacht und so auf das Papier aufgetragen. Bei sehr geringen 
Ameisenséuremengen kann man das alkalische Eluat im Vak. bei 50° einengen 
und dann erst auftragen. 


Ausfiihrung der Bestimmung: Das Hydrolysat bzw. Eluat mit 5—30 
Ameisensaure/0,02 m/l wird in drei verschiedenen Volumina (0,01—0,04 ml) ab- 
wechselnd mit bekannten steigenden Mengen an Natriumformiat im Abstand von 
3 cm auf Papier (56 x 28 cm, Schleicher & Schiill 2043b, gewaschen) aufgetragen. 
Auf jeder Seite 148t man einen Rand von 4cm. Die Natriumformiat-Standard- 
lésung stellt man sich her aus 10 mi 0,1n dunkel aufbewahrter Ameisensaure (aus 
krist. Ameisensaure bereitet) durch Neutralisation mit Natronlauge und Auffiillen 
mit waBr. Athanol auf 100 mi (0,01 m/ entspricht 4,6 y Ameisensaure) oder durch 
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Auflésen von 147,69 mg getrocknetem Natriumformiat in 20 ml 2,5proz. waBr. 
Ammoniak und Auffiillen mit Athanol p.a. auf 100 ml (10 y Ameisenséure in 
0] ml). 

? Der Bogen wird in einen Glastrog von 60 cm Hohe und 40 x 20 cm Grund- 
flache gehangt und absteigend mit Propanol-(2)/3n wa8r. Ammoniak 3:1 chro- 
matographiert. Wenn die Lésungsmittelfront die Papiergrenze fast erreicht hat, 
wird der Bogen herausgenommen, feucht mit 0,1” Silbernitratlésung (in Wasser/ 
Aceton 1:9) bespriiht und 10 Min. im Trockenschrank bei 110° getrocknet. 

Die braunen Flecken werden ausgeschnitten und gewogen. Fiir jeden Bogen 
wird extra eine Eichkurve aus den mitgelaufenen Standardwerten gezeichnet. 
Die Nachweisgrenze liegt in der Gegend von 3 y Ameisensdure, der Fehler im 
15-y-Bereich bei + 10%. 
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' Abb. 6. Ameisensiure-Standardkurve nach Papierchromatographie (Papier, 


Schleicher & Schill, 2043b, gewaschen). 


IR-Spektren 
Die Spektren wurden mit dem Unicam SP 100 zwischen 3500 und 640 cm~! 
aufgenommen. 


Die Messungen wurden mit Hilfe der Kaliumbromid-Technik*®* durch- 
gefiihrt, oder die Substanzen, vor allem Fliissigkeiten, zwischen Arsensulfidscheiben 
(1 und 2mm dick, Schott & Gen., Mainz) gepreBt und so in den Strahlengang 
gebracht. 


Zusammenfassung 


Bei der Einwirkung des neutral reagierenden Formamids auf Gela- 
tine sind bei 40° auch nach 4 Wochen nur Anzeichen fiir einen ali- 
mihlichen Abbau von Wasserstoffbriicken-Bindungen zu beobachten. 
Bei 135° erfolgt innerhalb 24 Stdn. (entsprechend den Bedingungen eines 
friiher beschriebenen Organ-Aufschlusses bei neutraler Reaktion) eine 
Spaltung von Peptidbindungen. Nach den Daten der Amid- und einer 
neuen Ameisensiure- bzw. Formylgruppen-Mikrobestimmung handelt es 


' sich um eine Formamidolyse des Proteins, der eine dreimal so hohe 


Addition des Formamidmolekiils ohne Sprengung der Peptidbindung 
parallel liuft. Die Messungen der Sedimentations- und Diffusionskon- 


38 M.M. Stimson u. M.J.O’Donnel, Chicago Meeting of the American 
Chemical Soc. 1950; U. Schiedt, Z. Naturforsch. 7b, 270 [1952]. 
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stanten lassen auf eine Reduktion des Molekulargewichts von 67 700 + 
2400 auf 2400 +- 120 schliefen. a 

Die durch Propanol-(2) gefillten Peptide lassen sich durch Elektr. 
phorese oder weit besser an DEAE-Cellulose auftrennen. Ihre Trenp. 
leistung wird an einer trypsingespaltenen Gelatine demonstriert. Die 
Zersetzungsrate durch Formamid von 135° ist fiir die meisten Amino. 
siuren klein, fiir Serin und Threonin (nicht jedoch fiir Hydroxylysin) 
groB. Diese Zersetzung der Hydroxyaminosiuren (gemessen durch dep 
Verlust der Farbstoffbildung mit Ninhydrin) erfolgt auch in der in. 
takten Peptidkette. 


Summary 


The digestion of gelatin at neutral py by means of formamide is 
investigated. At 40°, only hydrogen bonds between the chains are split, 
even after 4 weeks. At 135° after 24 hours (under conditions for disso. 
lution of tissue as described earlier) splitting of peptide bonds also occurs, 
Amide and formyl group-analysis (the latter by a new microscale 
method), together with the determination of the molecular weight of the 
resulting peptides, indicates that only one in four of the formamide | 
molecules incorporated has ,,formamidolysed‘‘ the chain. The molecular 
weight of the gelatin is 67700 + 2400, and is 2400 + 120 for the peptides. | 

The propanol-(2) precipitate is seperated into a number of fractions | 
by electrophoresis, or much more efficiently by means of DEAE-cellulose, | 
Its efficiency was tested using a trypsine digested gelatin. 

The rate of decomposition by formamide (135°) is low for most of the 
amino acids, with the exception of serine and threonine, but not for 
hydroxylysine. The decomposition of the hydroxyaminoacids (as shown 
by the loss of the ability to react with ninhydrine) occurs in the intact 
chain. 


Dr. H. Stegemann, Medizinische Forschungsanstalt, Géttingen, Bunsenstr.10. F 
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Die GesetzmaBigkeiten der Aminosauretrennung 


an Austauschersdulen 
bei kontinuierlicher Elution! 


Von 
Hermann Stegemann 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesellschaft, Silikoselabor, Géttingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Januar 1960) 


Die Bausteinanalyse von Peptiden und Proteinen durch Trennung 
der Aminosiuren an synthetischen Ionenaustauschern ist in den letzten 
Jahren die Methode der Wahl geworden?. 

Die von Moore und Stein beschriebene Ausfiihrungsform® sieht fiir 
die Trennung der sauren und neutralen Bestandteile eine auf 30°, dann 
50° temperierte Siule mit sulfoniertem Polystyrolharz vor, bei der zuerst 
mit einem Citrat-Salzsiure-Puffer vom px 3,25, dann mit einem 
gleichen Puffer von py 4,25 eluiert wird. Die basischen Komponenten 
trennt man an einer zweiten Siule mit einem héher konzentrierten 
Puffer von px 5,28, fiir spezielle Anforderungen auch vom py 4,26 
oder 6,50. 

Die Vielzahl der Puffer, ihre peinlich genaue py-Einstellung und 
ihr Wechsel zum geeigneten Zeitpunkt haben das Verfahren vielen um- 
stindlich erscheinen lassen, zumal durch Zugabe von Thiodiglykol als 
Antioxydans unter Ausschlu8 von Luftsauerstoff und unter Druck ge- 
arbeitet werden muB. Wir haben deshalb versucht, saure, neutrale und 


| basische Bausteine an einer Saiule mit nur einem sich von Beginn der 


Elution an kontinuierlich verindernden Puffer bei einer Temperatur 
und ohne Druck zu eluieren (totale Gradientenelution!). Der Vorteil 


| liegt nicht nur in der erheblichen Arbeitsvereinfachung, sondern bedingt 
» vor allem eine ohne Miihe erreichte Reproduzierbarkeit, die die Elu- 
» tionsmaxima von Aminosauren trotz mehrerer 100 Fraktionen auf -+ 2 m/l 


| festzulegen gestattet, vorausgesetzt, die Aciditat der Analysenlésung ist 
i die gleiche. Bei abruptem Pufferwechsel liuft man Gefahr, einen ,,peak* 
/ zu erhalten, der nicht reell ist. Ferner ist es nach unseren Erfahrungen 


sehr schwierig, stets den gleichen Zeitpunkt fiir den Wechsel abzu- 
passen, wenn man nicht laufend mit Extinktionsschreibern arbeitet, die 


) unmittelbar den Stand der Analyse abzulesen gestatten. 


1 Vorlaufige Mitteil.: H. Stegemann, Naturwissenschaften 46, 110 [1959]. 
2 Literatur vgl. P. B. Hamilton in C. Calmon u. T.R.E. Kressman, 


|| Ion exchangers in Organic and Biochemistry, S. 255, Interscience Publishers, Inc., 
) New York 1957. 


° S. Moore, D.H.Spackman u. W.H. Stein, Analytic. Chem. 80, 1185 
{1958]; K. Hannig, Clinica chimica Acta 4, 51 [1959]. 
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Die Austauscherfiillung selbst braucht weder vor noch nach der 
Regeneration mit Natronlauge erneuert zu werden, denn Austauscher 
mit mittlerem Vernetzungsgrad wie Dowex 50X8 oder Amberlit [R 12 
erleiden bei der beschriebenen Verinderung der Na-Ionenkonzeniration 
praktisch keine Volumeninderung. Wir arbeiten seit 3 Jahren mit Dowex. 
Austauschern, die bisher nicht umgefiillt werden muBten. 


Die Griinde, die zur Aufgabe der partiellen Gradientenelution ap 
einer Saule fiihrten, liegen nach Moore und Stein? u. a. in dem Zeit. 
gewinn bei der Zweisiulentechnik. Wir glauben nicht, daB die totale 
Gradientenelution in dieser Hinsicht schlechter abschneidet. Man be. 
nétigt einen Durchflu8 von etwa 730 mi (einschl. des mit Natronlauge 
verdrangten Arginins), bei der Zweisiulentechnik zusammen etwa 900ml, 
Die durchflieBende Menge ist der entscheidende Faktor fiir den Zeit. 
bedarf. Denn man kann durch feiner gemahlene Austauscher die Gleich. 
gewichtseinstellung beschleunigen, den Zeitbedarf also verringern, mu 
dann aber infolge des hohen Strémungswiderstandes solcher Saulen den 
eluierenden Puffer unter Druck zugeben. : 

Im allgemeinen verzichten wir darauf, den Puffer unter Druck durch die 
Saule zu treiben, um den apparativen Aufwand so gering wie mdglich zu halten, 
Aber prinzipiell ist diese totale Gradientenelution auf Drucksaulen zu iibertragen, 
Wir haben bei einigen Versuchen besonders feinkérnige Austauscher benutzt und 
dann einen Uberdruck von 300 Torr an den oberen Scheidetrichter der Misch. 
apparatur gelegt; die erzielten Resultate und der Zeitgewinn lieBen es nicht ge. 
rechtfertigt erscheinen, Druck als Standardbedingung zu wahlen, sofern man bei 
der Einzelanalyse von Roéhrchen bleibt. Einzelanalyse hat den Vorteil, mit ali- 
quoten Proben auch andere als nur die Ninhydrinreaktion durchfiihren zu kénnen, 


Der einzige Puffer, den wir benutzten, besteht aus Natriumcitrat 
und Citronensiure ohne Natriumchloridanteil. Die Natriumionen- 
Konzentration ist 0,2n, der py-Wert 3,20 bis 3,50. In diesen Puffer 
flie8t wiahrend des Versuches reine Natriumacetatlésung ein. Der Puffer 
hat dank seines hohen Citronensiureanteils eine gute Kapazitit, die 
bedingt, daB gerade im Anfang der Elution der py-Wert nur langsam 
ansteigt. Die Volumina der Mischgefiife sind so gewahlt, daB bei den 
benutzten Lésungen von der ersten bis zur letzten Fraktion kein Ein- 
griff in die Trennung nétig ist und daf der resultierende Gradient von 
pu-Wert und Natriumionen-Konzentration optimale Auflésung ge- 
stattet. Den py-Verlauf im Eluat zeigt Abb. 1. Die Einzelteile der 
Mischapparatur sind handelsiiblich. 


Zur weiteren Vereinfachung haben wir darauf verzichtet, unter 
Zusatz von Antioxydantien mit luftfreien Puffern zu arbeiten. Cystein 
wird dann als Cystin, Methionin als Methioninsulfoxyd erfaBt. Liegen 
im zu trennenden Hydrolysat gréBere Mengen Methionin (mehr als 
etwa 50 y) vor, so wird sauer mit Wasserstoffperoxyd quantitativ zum 
Sulfoxyd oxydiert (vgl. Tab. 4). Die quantitative Bestimmung des 
Tryptophans ist nicht méglich und sollte besser mit einer spezifischen 
Methode erfolgen. 














Bd. 319 (1960) Aminosauretrennung an Austauscherséulen 89 





















































50 eo 
e a 2. 
e 
| 4 
Py - a | 
Abb. 1. po-Verlauf im Eluat nach 45 7 g 
AnschluB an die Mischbatterie bei 
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SchlieBlich unterlassen wir den Zusatz von Konservierungs- oder 
Netzmitteln, die den Blindwert unnétig erhGhen kénnen. Bei Verwen- 
dung einer Kapillare aus Polyathylen statt aus Glas fiir den AusfluB 
macht sich die Verainderung der TropfengréBe durch verinderte Ober- 
flichenspannung nicht so stark bemerkbar. Eine um 10% veranderte 
Tropfengr6Be wiirde sich auBerdem bei einer Vorlage von 1 mi im End- 
volumen der Analyse® nur mit 2° bemerkbar machen. Ist jedoch kon- 
stante GréBe der Tropfen gewiinscht, kann man ohne Schwierigkeit dem 
Citratpuffer ein Netzmittel zusetzen. 

Die Variation von Temperatur, Molaritiét der einflieBenden Na- 
triumacetatlésung und des py-Wertes des Citratpuffers beeinfluBt die 
einzelnen Aminosiiuren in z.T. charakteristischer Weise*. Die Er- 
gebnisse wurden an 170 x 0,9-cm-Siéulen mit 100 m/ Dowex 50X8 (200 
bis 400 mesh) gewonnen. Die Reihenfolge und damit die Lage der 
Elutionsmaxima sind mit + 2 ml reproduzierbar, wenn die Verbindun- 
gen in 5 mi 0,1” salzsaurer Lésung auf die mit Puffer aquilibrierte Saule 
aufgegeben werden. Aber das Muster der Maxima bleibt im wesentlichen 
auch dann ungestért, wenn die Salzsiurekonzentration nicht iiber 0,2” 
oder der py-Wert nicht iiber 3 steigt und sehr hohe Neutralsalzmengen 
(>0,5m) vermieden werden. 

In Erweiterung einer friiheren Mitteilung! sind in Abb. 2 die wich- 
tigsten Variablen in ihrem Zusammenhang dargestellt. Dabei ist weniger 
die absolute Fraktionsnummer als die relative Verschiebung unter dem 
Einflu8 eines in bestimmter Weise verinderten Faktors wichtig. Ebenso- 


5 H. Stegemann, diese Z. 319, 102 [1960], nachstehend. 

8 Vergleiche dazu auch J. E. Eastoe, Biochem. J. 61, 601 [1955]; C. H. W. 
Hirs, J. biol. Chemistry 219, 611 [1956]; P. B. Hamilton, Analytic. Chem. 31, 
1504 [1959]; 30, 914 [1958] und friithere Arbeiten. 
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Abb. 2. Elutionsbeeinflussung verschiedener ninhydrinaktiver Verbindungen an 
einer 100-ml-Dowex-Saule, 50X8 (50—70  Partikel) durch den py-Wert des Puf- 
fers, die Konzentration der einflieBenden Natriumacetatlésung und die Temperatur. 
Elutionsvolumen in ml. 





Sawer 























Aminosaéuretrennung an Austauschersiulen 91 





pd. 319 (1960) 


wenig ist die absolute Hohe des py-Wertes maBgebend. Viel wichtiger 
ist es, die Verschiebung in Abhangigkeit eines bestimmten Faktors zu 
kennen. Systematische Untersuchungen an Stellungsisomeren oder ho- 
mologen Reihen von Aminosauren sind bisher wenig beschrieben wor- 
den. Eine Gradientenelution ist dafiir auch nur bedingt geeignet. Trotz- 
dem lassen sich einige Regeln ablesen, die eine Zuordnung von un- 
bekannten Verbindungen erleichtern. 

So erkennt man, daB beispielsweise die Erhéhung der Temperatur 
sich bei den langkettigen und vor allem bei den aromatischen Amino- 
siuren im Sinne einer verringerten van der Waalsschen Wechselwirkung 
und damit beschleunigter Elution bemerkbar macht. Die Erhéhung der 
Natriumacetat-Konzentration zeigt sich gemi8 der Mischcharakteristik 
speziell in den spaiteren Fraktionen. Die Erhéhung des pq-Wertes von 
Citratpuffer bedingt ebenfalls eine allgemeine Erhéhung der Elutions- 
geschwindigkeit, die sich vor allem auf Asparagin- und Glutaminsiure 
auswirkt. 

Die Diamino-carbonsiuren mit endstindiger zweiter Aminogruppe 
(x.B-Diamino-propionsaure, «.y-Diamino-buttersiure, Ornithin und Ly- 
sin) sind nicht, die aromatischen Aminosiuren stark temperatur- 





Se 


gen an 
es Puf- 
eratur. 





beeinfluBt, Cystin und Homocystin sind besonders empfindlich gegen- 
iiber po-Anderungen, iso-Verbindungen werden vor den unverzweigten 
und hydroxylgruppenhaltige Substanzen vor ihren entsprechenden 
Stammsubstanzen eluiert. Arginin als basischste Komponente kann zur 
Beschleunigung der Analyse nach Elution aller anderen Aminosiuren 
durch Natronlauge ausgewaschen werden (vgl. 8. 100). 

Nur Austauscher einer gleichen Charge verhalten sich absolut gleich, 
und es kann durchaus sein, daB man fiir ein vorgegebenes Austauscher- 
material, z.B. den pu-Wert des Citratpuffers um + 0,1 Einheiten ver- 
indern muB, um die beschriebenen Ergebnisse zu erzielen. In welchem Sinne 
diese Verinderung stattzufinden hat, dariiber gibt das Diagramm Auskunft. 
In parallellaufenden Untersuchungen klirten wir fiir eine unserer 
Versuchsbedingungen das Verhalten verschiedener Dowex-Sorten. Fiir 
die wichtigsten Aminosauren ist das in Tab. 1 zusammengefaBt. 

Der niedrig-vernetzte Austauscher Dowex 50X4/5 verhalt sich viel 
,basischer“ als der als Standard gewihlte Dowex 50X8, und dariiber 
hinaus ist die Wechselwirkung mit den langkettigen und aromatischen 
Aminosiiuren geringer. Fiir die hellere Form (Dowex 50W) gilt abge- 
schwicht dasselbe, die Trennung von Phenylalanin und Tyrosin ist 
besonders gut*. Es scheint danach, da8 die dunkleren Polymerisate hoch- 
konjugierte Verbindungen enthalten, die diese Reste bevorzugt fest- 
halten. Die vierte Kolonne entspricht dem Austauscher der zweiten, 
jedoch ist der technisch reine Austauscher nach dem Abschlemmen der 
feinen Teilchen bei 60° mit 0,2n NaOH in eine temperierte Siule gefiillt 
und 6 Tage lang ununterbrochen damit gewaschen worden. Da die 


* Vgl. auch Anm. b. d. Korr., S. 100. 
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Tab. 1. Abhangigkeit der Aminoséureelution an verschiedenen Dowex-Sortep, 

100 ml Austauscher von 200—400 mesh, Citratpuffer py 3,3, 2,5m Natriumacetat, 

40°, Saule 170 x 0,9 cm, Durchflu8 12—14 ml/Stde. Angabe des Elutions. 
maximums in ml. 























Dowex 50X8, 
Dowex Dowex | Dowex | durch NaOH-Flut,. 
50WX8 | 50X8 50X4/5 gereinict 

50° 
Met-Sulfoxyd. ..... 100 103 103 
DR eh ons 5 5s 110 110 110 
eS rete ft ie 110 115 105 109 
MOIR QO OG Re Pe NS 135 135 125 135 
Bt ains domtior ane 143 143 133 143 
OS ee ee 170 175 145 169 
BW. sues sits Sos ayes 185 185 155 188 
eG es cs airs one eee 220 220 172 220 
Mae GM y he Gah 230 230 180 233 
EPPA Nr nsz othe ee Ga 235 240 180 
Mt aks ae cee ys Daview 285 270 * 208 278 
IN a gt avis ara a 380 370 280 375 
~~ RuaaGab ei ic 410 400 320 400s 
ee aM As 500 490 405 482 
iin. visi nae 400 525 500 420 495 
EO) || 655 670 550 680 
i aa ea 720 735 590 745 
lm Go Ne ss ee 720 750 620 760 
Be Ls SRY 790 805 675 825 
Mace. oredae. 835 850 685 870 


Ergebnisse damit dieselben sind, scheint uns diese Reinigung einfacher 
als die von Stein und Moore vorgeschlagene. 

Als besonders giinstig hat sich die Kombination Citratpuffer pq3,5 
mit einflieBendem 4,5m Natriumacetat bei 50° erwiesen, wenn nicht 
iibermaBig viel Glycin und Alanin zu trennen sind. Bei dieser Kombina. 
tion trennen sich auch Hydroxyprolin und Asparaginsiure (Abb. 2 und 3). 
Bei Gelatinehydrolysaten ist Citratpuffer vom py 3,2 mit 4,5 m Acetat 
bei 50° zu empfehlen, wobei Hydroxyprolin nach einer spezifischen 
Methode (z. B. nach |.c.’) bestimmt werden miiBte, da es von Asparagin- 
siiure tiberlagert wird. Bei den fast 1:100 betragenden Moldifferenzen 
der Gelatine-Bausteine ist es noch vorteilhafter, eine Analyse mit Puffer 
pu 3,2 bis zum Valin laufen zu lassen und parallel mit der z. B. 10 fachen 
Menge eine Totalanalyse mit der ersten Kombination vorzunehmen, 
ohne Glycin/Alanin zu messen. Abb. 4 zeigt eine weitere Méglichkeit. 

Die Ergebnisse an Lewatit S 100 (KorngréBe 0,1 bis 0,2 mm, 10% Divinyl- 
benzol) waren wenig ermutigend, da vor allem die langkettigen und basischen 
Verbindungen schlecht getrennt wurden. Zum Teil mag es daran liegen, daf eine 
geeignete KorngréBe noch nicht zur Verfiigung steht und allein eine besonders 
langsame Tropfgeschwindigkeit dies nicht kompensierte. Die Ergebnisse mit 
Amberliten IR 120 ahneln denen an hellfarbigem Dowex 50X8, jedoch neigen die 
gemahlenen Amberlite eher zum Verbacken und daher zum Verstopfen der Saule. 


7 H. Stegemann, diese Z. 311, 41 [1958]. 
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Abb.3. Fraktionierung eines 
Testgemisches an einer Saule 
mit 100 ml Dowex 50X8 
(200—400 mesh) bei 50°, 
Citratpuffer px 3,5, einflie- 
Bend 4,5m Natrium-acetat 
(Arginin nicht mit Natron- 
lauge ausgewaschen). 
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Abb. 4. Fraktionierung eines Gelatine-Hydrolysates. 
Vers. 130: Citratpuffer py 3,3 und 2,5m Acetat. Es wurde 1/, des Material: von 





Vers. 129 eingesetzt. — Vers. 129: Citratpuffer py 3,5 und 4,5m Acetat. 
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Weiterhin kénnen die beschriebenen Standardbedingungen voraus- 
schaubar variiert werden, um spezielle Probleme zu lésen. So wurden 
mr Chromatographie von Aminosiuren im Urin nach Fiitterungs- 
versuchen® die besonders langkettigen w-Verbindungen bei 60° getrennt, 
wobei — gleiche Stellung der Aminogruppe vorausgesetzt — recht ge- 
nau auf die Kettenlinge geschlossen werden konnte (Tab. 2). 


Tab. 2. Elutionsvolumen (in ml) einer homologen Reihe von w-Aminosauren in einer 
Siule mit 100 ml Dowex 50X8, Citratpuffer py 3,5, einflieBend 4,5m Natriumacetat. 




















Elutionsmaximum 
bei 50° | % Ausbeute | bei 60° 
BP REER Bei Se issot es 384 — 
y-Amino-buttersdure 500 — 
}-Amino-valeriansaéure. . 610 103 570 
e-Amino-capronsaure 753 108 695 
«w-Amino-6nanthsaure . 100 860 
w-Amino-caprylsaure 99 1090 


Die Lage der Elutionsmaxima ist in erster Linie von der Austauscher- 
menge abhingig. Versuche mit je 100 m/ Austauscher einmal in einer Siule 
von 9mm Durchmesser, das andere Mal in einer von 11 mm zeigten, daB 
die Lage von 20 iiblicherweise vorkommenden Aminosiuren kaum beein- 
_ fluft wird. Die anderen Verbindungen wurden nicht untersucht. 
| Mit 10 m/ Austauscher in einer Séule von 3 mm Durchmesser und 170 cm 
Lange und MischgefaBen von 4/,, des beschriebenen Volumens lassen sich 100 y 
Proteinhydrolysat auftrennen. Bei Fraktionen von 0,4 mi bleiben die Lagen der 
Elutionsmaxima ahnlich. 

Um einen raschen Uberblick iiber die basischen Aminosiuren zu 
erhalten, was uns vor allem wegen des nach Amidierung zu erwartenden 
Ammoniakgehalts im Verhaltnis zu den anderen basischen Aminosiuren 
interessierte, haben wir auch einen kurzen AbrifB der Elutionsbeeinflus- 
sung: dieser Verbindungen in Tab. 3 wiedergegeben. Arginin wird wie 
an der anderen Siiule mit 0,2n NaOH ausgewaschen. 


Tab. 3. Abhangigkeit der Elution basischer Aminosauren an einer 50-cm-Saule 
mit 40 m/ Dowex 50X8 (200—400 mesh) von Molaritaét, py und Temperatur des 
Citratpuffers (ohne Gradient). B: «.y-Diamino-buttersiure, H: Histidin, LZ: Lysin, 
NV: Ammoniak, 0: Ornithin, X: Hydroxylysin, P: Phenylalanin, 7’: Tyrosin. — 
0,38m Na-Citratpuffer, pp 6,0, enthalt 31,2 g NaOH, 53,2 g Citronensaure-1H,O, 
5 ml 36proz. Salzséiure in 2000 ml waBr. Lésung. 

















Citratpuffer pH Temp. Fraktions-Nr. = ml 

Mol |Na®} Ye) 10) 200 300 400 
0,38 4,25 20 H 
0,38 4,50 30 N H 
0,38 4,50 50 ING 
0,38 6,00 50 XH L N 
0,38 6,00 30 TP X OL BH N 
0,40 6,00 30 X LH N 

“8 6,00 60 | TP H\X OL By N 











38 K. Thomas, K. Stalder u. H. Stegemann, diese Z. 317, 276 [1959]. 
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Alle Verbindungen wurden an dieser Siule zu 100% wiedergewonnen, 
ausgenommen Histidin, von dem nur bei 60°-Elution und pq-6-Puffe; 
95%, unter den anderen Bedingungen zwischen 50 und 75% wieder. 
gewonnen wurden. 


Oxydation von Methionin zum Sulfoxyd 


Die Verwendung lufthaltiger Lésungen ohne Antioxydanticn be. 
dingt, daB sich Methionin nur in kleinen Mengen (etwa 50 y und weniger) 
von selbst zum Sulfoxyd umsetzt. Liegt mehr Methionin vor, so wird 
es als relativ spit eluierte Komponente laufend zu dem schnell wan. 
dernden Sulfoxyd nachoxydiert und ,,verschmiert“ die Null-Linic. Da. 
her oxydiert man vorher vollstindig zum Sulfoxyd, ohne durch weiter. 
gehende Oxydation nebenbei auch Sulfon zu erhalten. 


Die Bedingungen, unter denen eine praktisch 100proz. Umsetzung 
zum Sulfoxyd stattfindet, sind nicht besonders kritisch. Wie Tab. 4 
zusammenfaBt, ist vor allem eine geniigende Wasserstoffionenkonzen. 
tration notwendig und das Molverhialtnis von Methionin zu H,O, kam 
zwischen 1:1 und 1:10 variieren. Die Ausbeuten wurden nach Passieren 
einer Saéule mit 100 ml Dowex 50X8 (200—400 mesh) in der auch fiir die 
anderen Aminosiuren iiblichen Art bestimmt®. Die Wiedergewinnung 
ist im Gegensatz zu Hamilton?® quantitativ. 


Tab. 4. Oxydation von Methionin zu Methioninsulfoxyd bei 20° durch Hydro. 
peroxyd in neutraler und saurer Lésung. 


Methionin (entspr. 20 y N) wurde in 1 m/ Lésungsmittel gelést, die angegebene 
Menge 0,3proz. H,O, zugegeben und nach den angegebenen Zeiten auf die Saule 

















gegeben. 
‘asd Mol.- wieder- 
Lésungsmittel Verh. | Min. gefunden 
H,0, x od 
r H,0,/N yN % 
Wester ccs shi «is 0,015 1 10 3,3 16 
0,045 3 90 0 0 
Citratpuffer, py 3,3. . 0,015 1 60 17 85 
0,045 3 60 11 56 
ODngO) sack. % ss 0,045 3 60 17 85 
0,15 10 80 | 18,4 | 92 
0,15 10 60 18,6 93 
0,15 10 40 18,1 90,5 
R300] . oss ws 0,3 20 60 | 18,8 | 94 
0,15 10 60 | 20,2 | 101 
0,15 10 60 | 20,3 | 101,5 
0,015 1 60 | 20,7 | 103 
0 0 — | 20,6 | 103* 

















* ohne Séulenpassage 
nl H. Stegemann, diese Z. 319, 102 [1960], nachstehend. 
10 P. B. Hamilton u. R. A. Anderson, Analytic. Chem. 31, 1509 [1959]. 
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Die Elution erfolgt mit 0,2” Citratpuffer, pq 3,30, wobei sich gleich- 
zeitig unverbrauchtes Wasserstoffperoxyd mit der 67. bis 70. Fraktion 


abtrennt. 

Histidin wird durch die Oxydationsbedingungen, unter denen sich 
Methionin zum Sulfoxyd wandelt, nicht angegriffen und wird nach 
Oxydation eher reproduzierbarer wiedergefunden als ohne diese. 


Durchfithrung der Trennung 
Geriate 


Fraktionssammler Hésli Typ FT* fiir 270 Reagenzgliser mit Abdeckplatte 
aus Plexiglas, photoelektrische Tropfenzahlung. Polyathylenbecher (aus Flaschen 
yon 500 ml Inhalt geschnitten) mit je 100 ml 85proz. Phosphorsaure, aufgestellt 
in den 4 Ecken des Sammlers zur Absorption von Ammoniak und Aminen. Ein 
3,50 m langes, umlaufendes Tuch zwischen Abdeckplatte und Boden. Optisch 
kalibrierte Reagenzgliser5, Wandstarke 1,3 mm, Durchmesser 16 mm. 

Ultrathermostat Haake Typ N (Berlin) mit einer Umwialzleistung von 7 1/ 
Min. und weichgestellten PVC-Schliuchen zum Anschlu8 an die Kolonnen. 


Spaltpol-Riihrmotore 
(Heidolph 15 G4) mit Ge- 
triebe fiir Abtriebsdrehzahlen 
zwischen 150 und 200/Min. 
Daran angeschlossen ein Per- 
manentmagnet hoher Kraft 700ml Polyéithylenstopfen NS.29 
mit Weicheisenkern Typ 15- 

9684 B der Deutschen Edel- 


Natriumacetat 


stahlwerke (Dortmund). Um | Polyathylen 
das Rosten zu verhindern, 5! 
_ wird der Magnet mit einem Wy) 
Epoxyharz und Beschleuniger tabmagnet 
(z. B. Araldit, Uhu plus) be- 
strichen und 24Stdn. auf 100° 'ufeisenmagnet 


‘3s 
erhitzt. Als Gegen- und ei- 700ml Yh, (>s 
gentlicher Riihrmagnet dient 
ein mit einem Polyathylen- % 
schlauch umhiillter Stabmag- CH Lf Riihrmotor 
net aus Oerstit 500, 50 mm W 
Lange, 5 mm Durchmesser. 


MischgeféB: 1 Auslauf- ; 
Flasche mit Tubus NS 19 und cebieaaganal 
Hals NS 29, nomineller Inhalt 


1000 m/,Schott@Gen.(Mainz), Polyatthylenstopfen NS 19 
Inhalt bis Schliffhals 1300 ml, 1300ml - ; 

mit 2 aufgesetzten Tropf- Polyathylenkapillare 
trichtern, geblasen aus Rund- i 

kolben mit dem nominellen = Polyathylenstopfen NS t 
Inhalt von 500 ml, Inhalt bis Siulenkopt 


Schliffhals 680—700 ml (vgl. 1 Va 
Abb. 5). Eine Polyathylen- 

kapillare die den Auslauf- ia ia i 
tubus mit dem Saulenkopf 
verbindet, tragt auf der einen 


Seite einen PA-Stopfen NS 19 Abb. 5. Mischbatterie fiir Gradientenelution. 
* Bischofszell/Schweiz; deutsche Vertretung: Schiitt, Gottingen. 





~ 
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(Atlan-Werk, Mihlacker). Auf der anderen Seite wird ein NS-14,5-PA-Stopfer 
auf den Schlauch aufgezogen, so daB noch ein etwa 5 mm langes Schlauch. 
stiick vorragt. Auf dies Stiick kann man als ,,VerschluB“ einen einseitig zuge. 
schmolzenen passenden Schlauch stecken. Das Mischgefai8 steht auf eine: Poly. 
athylenplatte, die ihrerseits auf einem Ring von 15 cm Durchmesser rul:t. Die 
Ecken der Platte wurden warm um den Ring herumgebogen. 
Chromatographierohr aus Gerateglas 20 (Firma Chemieglas, Géttingen) mit 
9 bis héchstens 10mm Innendurchmesser, Linge 170 cm, mit Mantel 25 my 
Durchmesser, Lange 160 cm. Siulenkopf mit Hiilse NS 14,5, Saulenende mit Ka. 
pillarhahn NS 12, eventuell mit Teflonkiiken (beidseitig an der Bohrung ap. 
geritzt) iibergehend in einen Kapillarschlauch aus Polyéthylen von 0,5 mm inne. 
rem und 1,5mm au8erem Durchmesser (Norvinkunststoff, Heilsbronn/Mittel. 
franken) *. In die Verjiingung der Saule zum Hahn hin sté®t man mit einem Teflon. 
stab (4 mm, 2 m lang) einen wenige Millimeter groBen Pfropfen aus Quarzwolle, 


Reagenzien 


Natriumcitratpuffer, py 3,2 (a), pH 3,3 (b) bzw. py 3,5 (c) : 41 g Natrium. 
hydroxyd p. a. (99proz.) und 303 g (a), 274 g (b) bzw. 230 g (c) Citronen. 
saure - 1H,O werden in einem 5-l-MeBkolben mit entionisiertem Wasser gelist, 
aufgefillt und mit etwas Toluol versetzt. j 

Natriumacetatlésung: 1701 g Natriumacetat-3H,O p.a. werden fiir die 2.5m, 
3062 g fiir die 4,5m Lésung mit Wasser auf 51 aufgefillt und mit 5 ml Toluol* 
versetzt. 


Alle Reagenzien werden in Schliff-Flaschen mit Polyathylenstopfen und | 


Kappe (iibergestiilptes Becherglas geniigt) aufbewahrt, die Puffer am besten im 


Kihlschrank. Alle Scheidetrichter, Siulen usw. werden stets mit einer Kappe 


versehen und so aufbewahrt. 


Standardpuffer, px 4,0: 20,42 g Kaliumhydrogenphthalat werden in entioni. | 


siertem Wasser gelést, 8 ml 0,ln NaOH zugefiigt, auf 1000 ml mit Wasser auf. | 


gefullt und 0,5 ml Toluol zugegeben. 


Vorbereitung 


500 ml Dowex 50X8, 200—400 mesh, werden nach Moore und Stein!! ge. 
reinigt *** und durch zehnmaliges Sedimentieren in 1m NaOH und Abhebern der 
Flissigkeit nach 20 Min. von den feinsten Partikeln befreit. Die Sedimentation 
wird in 0,2n NaOH wiederholt. Der Durchmesser des gréBten Teils der Partikeln 
liegt dann zwischen 50 und 70 uw. Je 100 ml (nach 24stdg. Sedimentation in 0,2n 
NaOH) Ionenaustauscher fiillt man in 10 Schiiben mit jeweils 10 ml 0,2n NaOH 
bei gedffnetem Hahn in die Saéulen. In dem Auslauf des Hahns steckt ein Kapillar- 
schlauch aus Polyathylen von 0,5 mm innerem und 1,5 mm auBerem Durchmesser. 
Uber eine Kupplung (aus Polyathylenschlauch von 1,5 mm Innendurchmeseer) 





1 §. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 192, 663 [1951]. 

* Wir danken der Firma Norvin fiir groBe Mengen kostenlosen Versuchs- 
materiais. Sollte die Kapillare des Hahns etwas gréSer sein, so stellt man sich 
,, Ubergangsstiicke’ mit den nachstgréBeren Schlauchtypen her, wobei kleine Dif- 
ferenzen ausgeglichen werden durch vorsichtiges Auftreiben des Endes mittels 
Warme oder Verengungen durch Ausziehen. 

** Wir méchten auch an dieser Stelle der Firma BV Aral, Bochum, fiir 
gréBere Mengen von kostenlos zur Verfiigung gestelltem chemisch reinem Toluol 
danken. 

*** Statt dieser Reinigung geniigt auch ein mindestens dreitagiges Spiilen der 
fertig eingeschlammten Saiule mit 0,2n NaOH bei 60°. Stand die Saule linger als 
3 Wochen unbenutzt, so empfiehlt sich diese Reinigung ebenso, weil sonst saure 
und neutrale Aminoséuren nicht dem normalen Elutionsschema folgen. 
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Stopfen § wird der Kapillarschlauch der Saule mit dem permanent in dem Photozellen- 
hlauch. §& gehause montierten gleichstarken Schlauchstiick verbunden. Der Schlauch wird 
Z Luge. $0 lang gewahlt, da8 der Arm mit der Photozelle frei bewegt werden kann und 
« Poly. & mit einem Rasiermesser sehr sauber senkrecht zur Achse abgeschnitten. 1 m/l Puf- 
it. Die & fer tropft dann in ungefahr 38 Tropfen ab*. Der Schlauch wird durch einen Kork- 
stopfen bis 5 mm vor der Austrittséffnung befestigt, damit er durch Temperatur- 
en) mit — schwankungen nicht aus dem Strahlengang auswandert. Die Saule hangt isoliert 
25 mm & und ist mit dem Sammler durch nichts weiter als durch die Polyaéthylenkupplung 
nit Ka. § und mit dem MischgeféB durch die Polyéthylenkapillare verbunden. Die Saule 
bg an. § wird nach erfolgter Fiillung auf 50° temperiert. 

ni inne. Die Tropfgeschwindigkeit sollte jetzt bei gedffnetem Hahn mit aufgesetztem 
‘Mittel. § 950 ml Tropftrichter 0,15—0,2 ml/Min. betragen. Bei wesentlich geringerem Durch- 
Teflon. — satz mu8 nochmals ein Anteil besonders feiner Teilchen durch Sedimentation ent- 
zwolle. § fernt werden. Eleganter und effektiver ist das Verfahren nach Hamilton”. 

Die fiir die Testung erforderlichen Aminosiuren wurden papierchromato- 
graphisch in mindestens drei verschiedenen Lésungsmittelsystemen in je 100-y- 
Proben auf Kinheitlichkeit gepriift. Und zwar verwendeten wir meist Butanol/ 
itrium. } Risessig/Wasser 4:1:1, Aceton/0,lproz. wir. Ammoniak 3:1 und Propanol-(2)/ 
‘ronen- § Wasser 4:1. 










































gelost, Hydroxyprolinfreies t-Prolin erhielten wir von der Firma Sanabo, Wien, 
oder verwendeten DL-Prolin. 
> 2.5m, Die Aminoséuren bezogen wir von den Firmen: California Corp. for Biochem. 


luol** |} Research, Los Angeles 63, Calif.; Nutritional Biochemicals Corporation, Cleveland 
28, Ohio; Mann Research Laboratories, New York 6, N. Y.; Delta Chemical 
n und | Works, New York 23, N. Y. 

ten im Zusaitzlich wurden die Hydrochloride der basischen Aminosiuren auf das 
Kappe | Fehlen von Ammoniumionen (z.B. in Form von Ammoniumchlorid) getestet’*. 
Stirker verunreinigte Praparate kénnen durch Uberfiihren in die freien Basen an 
ntioni- | einer kurzen schwach basischen Austauscherséule (Amberlit IR 45) und Einengen 
r auf. | bei 100° im Wasserstrahlvakuum von Ammoniak befreit werden. 


Durchfihrung des Versuches 


Die Séule wird mit 0,2n NaOH gewaschen und iiber Nacht mit mindestens 
100 ml 0,2m Puffer durchspiilt. Am nachsten Morgen ist der py-Wert des ein- 
1" ge- | und ausflieBenden Puffers gleich; man benutzt die selbe Pufferlésung, um Auslauf- 
™m der flasche und unteren Scheidetrichter der Mischbatterie zu fiillen, und verschlieBt 
tation | mit einem kleinen iibergeschobenen und an einer Seite verschlossenen Polyathylen- 
‘tikeln | schlauch, bis sie an die Saule angeschlossen wird. Dann setzt man den oberen 
n 0,2n | Scheidetrichter mit der Na-Acetatlésung auf, wobei der Hahn geschlossen bleibt. 


NaOH Die Mischbatterie fiir den Puffer zeigt Abb. 5. AuBer fiir die Hahnkicken 
pillar- f wird kein Fett verwendet; Polyathylen/Glas-Flachen dichten selbst. 
Lesser. Fiir jeden Versuch benétigt man (einschlieBlich der Saulenvorwiasche) etwa 


eseer) f 2.27 Puffer und 700 bis 1000 ml Na-Acetatlésung. 

Die Analysenlésung mit hydrolysiertem, leidlich salzsiurefreiem Protein (0,5 
bis 10 mg; optimal ist 1 ~Mol pro Aminosaure, das wenig genau erfaBbare Mini- 
suchs- f mum etwa 0,1, das Maximum 10 wMol) wird in 5 ml 0,1n HCl quantitativ auf die 
n sich f Saule gebracht** und mit 0,2 ml/Min. eben versickern gelassen. Dann spilt man 
e Dif- f 3mal mit 1 m/ Citratpuffer, gibt 5 ml auf und schlieBt das Mischgefa8 an. Die 
nittels § ———_—_—— 

2 P. B. Hamilton, Analytic. Chem. 30, 914 [1958]. 

n, fiir 8 H. Stegemann, diese Z. 812, 255 [1958]. 

Coluol * Man priift am besten zwischen der 300. und 350. Fraktion, welche Tropfen- 
zahl 1 ml entspricht. Vorher sind dann die Fraktionen etwas gréBer, spater kleiner, 
on der } jedoch ist die Abweichung in den Extremfraktionen nicht héher als 5% (vgl. 
er als | Abb. 1). 

saure ** Tst das Volumen wesentlich gré8er als 5 ml, so muB das py der Liésung 
etwa 2 sein, so daB alle Aminoséuren am Séulenkopf festgehalten werden. 


7* 

















100 Hermann Stegemann, Bd. 31 (1964) 
beiden Riihrer werden angestellt und der Hahn zur Na-Acetatlésung langsam ge. 
offnet. Die beschriebenen Magnete sind stark genug, da8 auch in etwa 2 cm 4h. 
stand von der Glasoberfliche zuverlissig geriihrt wird und ein Zerschlagen de 
GefaBe nicht befiirchtet werden mu8. Die Tropfgeschwindigkeit kann nach dey 
ersten 200 Fraktionen um 10—30°%, erhéht werden. 


Mit dem Citratpuffer, py 3,5, und 4,5m Acetat bei einer Temperatur von 5() 
ist die vollstandige Analyse bis einschlieBlich Histidin in 2,6 Tagen (bei geringera 
Anforderungen an die Trennschirfe in 40 Stdn.) erreicht. Man beginnt vormit. 
tags, so daB Histidin im Laufe der zweiten Nacht durchlauft, da dann am folgen. 
den Morgen Arginin durch 0,2n NaOH von der Saéule gewaschen werden kanp, 
Mittlerweile wird die zweite Saule beschickt, der Vorlauf von 40 ml im Mef. 
zylinder aufgefangen und am Mittag auf den Fraktionssammler geleitet. Blind. 
versuche mit 700 ml Pufferdurchlauf ergaben, da8 kein Anstieg der Blindwerte ip 
der ,,Ammoniakregion stattfindet und da8 durch die nachtraglich aufgesetzte 
Natronlauge 1 y + 0,5 ninhydrinaktiver Stickstoff von der Saule gewaschen 
wird. Daher korrigiert man den Argininwert um diesen Betrag, falls er unter 
30 y N liegt. Dariiber hinaus fallt er in die Fehlergrenze der Methode. 


Fir die 50-cm-Saule mit Citratpuffer py 6,0 braucht man keine Korrektwr, 
da mit Natronlauge keine ninhydrinaktiven Verbindungen abgewaschen werden, 





Oxydation von Methionin 


Eine Lésung von 5 ml mit etwa 1 mg Methionin wird mit konz. Salzsiur 
auf pq 0 gebracht (1n), mit 0,5 m/ 0,3proz. Wasserstoffperoxyd versetzt und bei 
Zimmertemperatur 1 Stde. aufbewahrt. Man kann jetzt einen aliquoten Teil der 














oxydierten Lésung mit Citratpuffer versetzen und auf die Saule geben oder die 
Lésung im Vak. einengen, ohne 30° zu iiberschreiten, und mit 0,1n HCl auf. 
nehmen. 


Anm.b. d. Korr.: Nach Angaben von Dr. HeitefuB (Pflanzenpathol- 
gisches Institut, Géttingen), der nach dem beschriebenen Verfahren arbeitet, ent. 


sprechen altere Chargen von Dowex 50 dem Elutionsschema. Bei einigen neueren, | 


hellen, nicht mehr als ,,;W-Typen“ bezeichneten Dowex-Lieferungen sind die 
Trennungen Serin/Threonin besonders schlecht, Tyrosin/Phenylalanin besonders gut. 


Zusammenfassung 


Die gesamten Aminosiuren werden an einer Saiule mit Dowex 50Xs 
bei 50° durch Gradienten-Elution mit nur einem Citratpuffer vom 
pu 3,5 eluiert, der mit Natriumacetatlésung gemischt wird. Auf die 
Anwendung von Druck, luftfreien Lésungen, Konservierungs- und Netz- 
mitteln wird verzichtet. Die Analyse ist in 3 Tagen, bei geringeren An. 
forderungen an die Trennschirfe in 48 Stdn., nach Durchlauf von 
730 Fraktionen zu je 1 m/ beendet. Arginin wird gleichzeitig mit der 
Spiilung durch 0,2n NaOH ausgewaschen. Die optimale Trennleistung 
pro Aminosiure liegt bei 1 «Mol, Fehler + 3%. 

Der Einflu8 der Temperatur, der Molaritit der einflieBenden Acetat- 
lésung und der Aciditit des Citratpuffers auf die Aminosiureelution 
werden graphisch dargestellt. 

Methionin wird als Sulfoxyd bestimmt; seine quantitative Oxyda- 
tion (ohne Sulfonbildung) in salzsaurer Lésung mit Wasserstoffperoxyd 
wird beschrieben. _ 
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Summary 


All the amino acids including the basic ones are separated in one 
run by gradient elution with 730 ml citrate buffer at py 3.5, mixed 
with sodium acetate solution, on a single column containing Dowex 50X8 
at 50°. Arginine is washed out with sodium hydroxide. Neither pressure 
nor detergents nor air free solutions are used. The analysis is completed 
in 3 days, or with less satisfactory resolution in 48 hours. 1 micromole 
of amino acid is recovered with an error of -++-3%. 

The influence of the variation of temperature and molarity of 
sodium acetate solution and of py of the citrate buffer on the elution 
of various amino acids is demonstrated graphically. 

Small fractions of methionine are found as sulfoxide by aut- 
oxidation, whereas larger fractions must be oxidized by hydrogen- 
peroxide in acidic solution such that no methionine-sulfone is yielded. 
A simple quantitative procedure is given. 


Dr. H. Stegemann, Medizinische Forschungsanstalt, Géttingen, Bunsenstr. 10. 
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Bestimmung von Aminoséuren ol 
mit dithionitreduziertem Ninhydrin me 
Von gro 
kat 
Hermann Stegemann Me 
Aus der Medizinischen Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesellschaft, Silikoselabor, Géttingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Januar 1960) Sta 
Gel 
Der beim Nachweis von Aminogruppen, speziell von Aminosiiurey,§ Mil 
mit Ninhydrin! entstehende blaue Farbstoff (Diketohydrindyliden.§ pet 
diketohydrindamin) sollte dem allgemein diskutierten Reaktionsschem 
zufolge stets derselbe sein, weil dabei nur Ammoniak an der Reaktion§ chi 
teilnimmt. Der Verlauf der Reaktion ist aber komplex, die Desaminic.f pei 
rung muB mit der Farbstoffbildung gekuppelt sein. Stein und Moor far 
haben als erste die Bedingungen so standardisiert, daB eine quantitative sch 
Beziehung zwischen Farbausbeute und ninhydrinaktivem Stickstoff még jn \ 
lich wurde. Als wesentlich ist die partielle durch Luftsauerstoff z.1.B hol 
reversible Reduktion des Ninhydrins zum Hydrindantin — teils wab. 
rend?’, teils vor? der Reaktion — und die py-Konstanz des Milieu ail 
anzusehen. sich 
Bei vollautomatischen* Anlagen ist man gezwungen, die Reagen. nih 
zien luftfrei zu bereiten, abzufiillen und aufzubewahren. Die reduziert: pe 

Ninhydrinlésung ist nur beschriinkt haltbar. Der Aufwand ist nach hitz 

unseren Erfahrungen fiir die diskontinuierliche Analyse stark zu verf Par 

ringern, wenn man das Ninhydrin vor jeder Analysenreihe ohne Aw} |, 

schluB von Luftsauerstoff partiell reduziert®. Die Stammlésungen sini a 

unbeschrinkt haltbar. Au8erdem umgehen wir den Gebrauch luftfreie} 

Lésungen auch dadurch, daB die wiBrige Analysenlésung vor der 

Reaktion mit einer vergleichsweise grofen Menge eines hochkonzentrier 

ten Natriumacetatpuffers versetzt wird. Der Partialdruck des Sauer. 

stoffes in der Mischung wird dadurch vernachlissigbar klein. Ein Zu. 

satz von Natriumfluorid zur Ninhydrinlésung verhindert katalytiscle 

Einfliisse von Schwermetallionen weitgehend. 

Die Farbausbeute der Ninhydrinreaktion konnte so trotz der seli 
geringen Menge organischen Lésungsmittels fiir viele Verbindungen ai! 

1 J. Ruhemann, J. chem. Soc. [London] 99, 792, 1310, 1486 [1911]. Abb. 

2S. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 367 [1948]. Nink 

3 D. H.Spackman, W.H.Stein u. 8S. Moore, Analytic. Chem. 30, JI) die z 
[1958]; K. Hannig, Clinica chimica Acta 4, 51 [1959] und andere. hyd1 


4 §. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 211, 907 [1954]. 


5 E.W. Yemm u. E.C.Cocking, Analyst 80, 209 [1955]; W. Troll 4 
R. K. Cannan, J. biol. Chemistry 200, 803 [1953]. 
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100% gesteigert werden. Die Zugabe von konzentriertem Puffer 
vor der Analyse hat zwei weitere Vorteile: Betriichtliche pq-Differenzen 
der Untersuchungslésung werden ausgeglichen, und infoige des relativ 
groBen Volumens wihrend der Reaktion machen sich kleinere Ver- 
schiebungen im Volumen der vorgelegten Analysenliésung wenig be- 
'merkbar (Abb. 3). Die Extinktionen der Blindwerte liegen trotz des 
groBen Analysenvolumens stets unter 0,1/1 cm Schichtdicke. Wie be- 
kannt, nimmt die Extinktion des Farbstoffs langsam ab, ist aber fiir 
Messungen innerhalb einer Stunde geniigend konstant. 
































‘Ot tingen Fiir die Bestimmung wird nur ein Acetatpuffer und eine Ninhydrin- 

Stammlésung benutzt, die haltbar sind. Daraus stellt man sich vor 

| Gebrauch das partiell reduzierte Reagenz dar, von welchem ganzzahlige 

»siiuren— Milliliter eingesetzt werden, was die Verwendung automatischer Pi- 
Ly liden.} petten erleichtert. 


sschema Als Reduktionsmittel war Natriumdithionit geeigneter als Zinn(I1)- 
eaktion§ chlorid, Kaliumeyanid oder andere. Der Erfolg der Analyse liegt wie 
amine bei Reduktion mit dem Zinnsalz® auch hier in der richtigen Technik 
Moor fir die Auflésung des Dithionits. Fiir das Zinnsalz konnten wir nimlich 
titative schon 1954 zeigen®, daB das Reduktionsvermégen sehr davon abhingt, 
ff még.§ in welcher Weise und wie schnell man es in Wasser, Puffer oder Alko- 
ff z..§ holen auflost. 


ps Die Auflésung des trockenen Reduktionsmittels in dem Gemisch 

MewE aus Acetat und Fluorid in waiBrig-methylglykolischer Lésung vollzieht 
sich unter reproduzierbaren Bedingungen mit Hilfe eines Magnet- 
rihrers konstanter Umdrehungszahl. Die Unabhiingigkeit der Farb- 
ausbeute von der Zeitspanne zwischen erfolgter Reduktion und Er- 
hitzen der Proben auf etwa 99° zeigt Abb. 1, die Abhingigkeit der 
Farbintensitaét von der Dithionitmenge Abb. 2. Unter Standardbedin- 
gungen werden auf 10 mg Ninhydrin 3 mg Na,§S,0, fiir je 1 ml zu analy- 
sierender Probe angewendet. 
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| Abb. 1—3. Abhangigkeit der Extinktion bei 570 my von der Zeitspanne zwischen 

Ninhydrin-Reduktion und Erhitzen der Proben (Abb. 1), von der Dithionitmenge, 

die zur Herstellung von 2 ml partiell reduzierter Ninhydrinlésung (aus 10 mg Nin- 

hydrin) verwendet worden war (Abb. 2) und vom Volumen der zu analysierenden 
Lésung fiir 1 y Leucin-N (Abb. 3). 


® Nach unver6ffentlichten Versuchen mit G. Toennies (Philadelphia). 
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Die an aufeinanderfolgenden Tagen erhaltenen Extinktionswert. 
unabhangiger Bestimmungen von | y Leucin-N weichen zwischen -+ 3% 
voneinander ab, werden aber gréBer, wenn man, anstatt magnetisch x 
riihren, von Hand schiittelt. 

Der py-Bereich fiir gleichbleibende Farbausbeuten liegt fiir die 
meisten Aminosaiuren in Bestitigung der Angaben von Steir uni 
Moore bei 5,3+0,3 in unserer Analysenmischung. Es muB beriick. 
sichtigt werden, daB der 4m Natriumacetatpuffer seinen pq-Wert beim 
Verdiinnen unter diesen Bedingungen um 0,3 Einheiten zur sauren Seite 
verschiebt, wihrend ein 2m Citratpuffer darauf mit einer Verschicbung 
um 0,25 Einheiten nach der basischen Seite reagiert. 

Die relativen Farbausbeuten aller von uns untersuchten Substanzen, 
bezogen auf Leucin gleich 100, zeigt Tab. 1. 

In Spalte 2 ist die Anzahl Milligramm einer Verbindung aufgefiihrt, 
die 100 mg N aquivalent sind, wobei jeweils nur ein Stickstoffatom pro 
Verbindung beriicksichtigt ist. Demzufolge erhilt man die Gramm- bzw. 
Milligrammzahl einer bestimmten Aminosiure durch Multiplikation der 
Extinktion mit den entsprechenden Zahlen der Spalten 2 und 3. 

Spalte 3 gibt den Faktor an, mit dem man die gemessene Extink. 
tion multiplizieren muB, um moliquivalente Extinktionen zu erhalten, 
bezogen auf Leucin = 1,00. Sie gestattet daher, die direkten Mol- 
verhaltnisse nach einer Bausteinanalyse abzulesen. 

Die Werte der Spalte 3 wurden so ermittelt, da bei drei separaten 
Bestimmungen jeweils 10 Réhrchen mit je 1 bzw. 10 y Stickstoff (defi- 
niert durch Spalte 2) mit der Farbausbeute einer gleichen Leucin- 
menge verglichen wurde. 

Spalte 4 verzeichnet die prozentuale Ausbeute nach Trennung an 
einer Dowex-50X8-Siule’ bei 50°, sofern die Verbindungen daran unter. 
sucht wurden. Bei Histidin schwanken sowohl die ohne Siulenpassage 
erhaltenen ,,Leucinfaktoren als auch die Ausbeuten an der Siule ge- 
legentlich um mehr als 3%. Die Diskrepanzen sind von Charge zu 
Charge verschieden und konnten durch Elementaranalyse, CO,-Bestim- 
mung bei der freien Base, scharfe Trocknung, Analyse auf Ammoniun- 
salzverunreinigungen®, Oxydation mit H,O, oder AusschluB von Licht 
nicht befriedigend geklirt werden. 

Ferner konnten wir die Beobachtung® bestatigen, daB kéufliches 
Carnosin, Lanthionin und Cystathionin sich in jeweils zwei bzw. drei 
Gipfel auftrennen, ebenso gaben einige Chargen von Citrullin zwei 
,,peaks‘‘. Wir sind diesen Befunden nicht weiter nachgegangen. 

Die Vorteile der beschriebenen Methodik liegen in der leichten und 
schnellen Durchfiihrbarkeit ohne groBen apparativen Aufwand, der Ver- 


7 H. Stegemann, diese Z. 319, 87 [1960], vorstehend. 
8 H. Stegemann, diese Z. 312, 255 [1958]. 
® P. B. Hamilton u. R. A. Anderson, Analytic. Chem. 81, 1510 [1959]. 
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Tab. 1. Umrechnungswerte, Leucinfaktoren und Ausbeute nach der Saulentren- 


nung’ verschiedener ninhydrinpositiver Verbindungen. Die Werte der Spalten 2 
und 3 sind alle auf ein Atom N pro Molekiil bezogen. 




















1 2 3 4 
aero 100 mg N : 
— Mol.-Gew.| entspr. x mg — = - 
Substanz 70 
| SNBBBPE Suc oe ae eeentd Be 163,2 1165,7 1,00 — 
fF 0 SSS oo ees ee 89,1 636,4 1,00 100 
pilanin. . +. 2... -22-- 89,1 636,4 4,36 100 
allo-6-Hydroxy-lysin ..... 162,2 1158,6 0,94 100 
alo-Hydroxyprolin ...... 131,1 936,4 17,4 75 
g@eteleusia sw ww tt 131,2 937,1 1,00 100 
EE ee ae ae ee 119,1 850,7 1,00 100 
x-Amino-adipinsfure .... . 161,2 1151,6 1,13 100 
y-Amino-n-buttersiure .... 103,1 736,5 1,00 100 
z-Amino-isobuttersaure 103,1 736,5 18,4 95 
p-Amino-isobuttersaiure 103,1 736,5 3,7 100 
-Amino-n-buttersiure 103,1 736,5 >50 — 
y-Amino-n-butterséure 103,1 736,5 2,2 100 
e-Amino-n-capronsfure ... . 131,2 936,9 6,5 108 
g-Amino-caprylsfure .... . 159,2 1137,3 1,00 100 
w-Amino-caprylsiure .... . 159,2 1137,3 7,6 100 
w-Amino-6nanthséure.... . 145,2 1037,1 7,5 100 
g-Amino-pimelinsfure . . .. . 175,2 1251,2 1,04 100 
j-Amino-n-valerianséure. .. . 117,2 836,8 4,90 100 
Ammoniumsulfat . ...... 132,2 472,0 1,68 100 
0 es ee 174,2 1244,3 1,00 100 
ps Ee 210,7 1505,0 1,00 100 
ME Gore So SO ee Ge 132,1 944,6 1,07 aa 
Asparaginsfure........ 133,1 950,7 1,05 100 
IR. Phe dualgy ems 226,2 1615,7 1,16 
CN 5c ets ces tes 175,2 1251,5 0,94 
Cystathionin (DL + allo)... . 222,3 1588,0 0,76 — 
NS ae Fa aes, Se he 121,2 865,7 1,30 -— 
0 Ge ne 157,6 1125,7 1,30 = 
ee er ae 169,2 1208,8 1,00 100 
ed 240,3 1716,4 0,65 95 
z.6-Diamino-adipinsiure. . . . 176,2 1258,4 0,81 — 
x.y-Diamino-buttersiure. .. . 118,2 844,0 0,95 100 
z.y-Diamino-buttersiure-2HCI . 191,1 1365,0 0,95 100 
z.€-Diamino-pimelinsaure 190,2 1358,0 0,95 100 
x.6-Diamino-propionséure . . . 104,1 743,8 1,32 100 
x.$-Diamino-propionsaure - 2HC 177,1 1264,8 1,32 100 
a ar 179,2 1279,8 1,15 55 
Galaktosamin:HCl ...... 215,6 1540,3 1,15 55 
cS Sa ener a 179,2 1279,8 1,11 100 
Glucosamin-HCl....... 215,6 1540,3 1,11 100 
I re i ee er Fw. 22 146,1 1043,6 1,26 45 
Glutaminsfure ........ 147,1 1050,7 1,00 100 
ER coreg ee ese 75,1 536,4 1,05 100 
Menta Ss) 26345 a ws Re Rey 60,1 429,0 >50 --- 
PIO sch aray Sse sae ee 155,2 1108,6 ~1,00 92 























Hermann Stegemann, 


Tab. 1 (Fortsetzung) 





Aminosaure 


1 


Mol.-Gew. 





Histidin-HCl ........ 
Histidin- HC1-H,O..... . 


Homocystin .... . 


6-Hydroxy-lysin ... . ag 
6-Hydroxy-lysin- HCl... . . 
Hydroxyprolin........ 


Isoleucin. ........ 


Methionin .......... 
Methioninsulfon ....... 
Methioninsulfoxyd ...... 
1-Methyl-histidin . ...... 
Norieuein . 2... sw ew ee 
POEIB ey fc se se ws 
Cu Sea eee ee 
Ornithin-HCl ........ 
Pentamethylendiamin:2HCl . . 
Phenylalanin. ........ 
PR res ea cs co at's, Oe gs 


(SEES eerie ea ae ee ae 
Tetramethylendiamin:2HCl . . 
Triathylamin-HCl ...... 
Triathanolamin: HCl .... . 
Tryptophan ......... 
Cy TAGS SiS eee See a ae 
(LR eas te rm 
io HN Dae See eee mee arte 


wendung iiblicher lufthaltiger Lisungen, der zeitlich nicht begrenzten 
Anwendung einmal angesetzter Vorratslésungen und der guten Repro- 





191,6 


209,6 
268,3 


162,2 
198,7 
131,1 
131,2 
208,3 
131,2 
146,2 
182,7 
149,2 
181,2 
165,2 
169,2 
131,2 
117,1 
132,2 
168,6 
175,1 
165,2 
115,1 
129,1 

89,1 
105,1 
125,1 
161,1 
137,7 
185,7 
204,2 
181,2 
119,1 
Ele | 


duzierbarkeit der Resultate auf + 2%. 


Fir mehrere hundert Analysen empfehlen sich optisch geeichte 
Reagenzgliser und eine kleine von Hand bediente automatische Pipette. 
Da das Sammeln, die Ninhydrinreaktion und die Extinktionsmessung 
in ein und demselben Glischen erfolgt, kann man mit den beschriebenen 
Geraten iiber 1000 Analysen pro Tag durchfiihren. Die Norm wird bei 
300 bzw. 600 Analysen liegen, entsprechend der Fiillung von 1 baw. 
2 Fraktionssammlern, wozu wir 3 Stdn. bendtigen. 
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Herrn Professor Dr. Karl Thomas danke ich fiir sein stetes und forderndes 
Interesse an dieser und den beiden vorhergehenden Arbeiten, Fraulein Gertrud 
Bernhard und Christa May sowie den Herren Hans-Jiirgen Diinger, Horst 
Pokojski, Liborius Preis und Willi Rien fiir ihre fleiBige und teilweise sehr 
selbstandige Mitarbeit, Herrn Ernst Krambeer fiir die Anfertigung aller V4A- 


' Gerite und der Wasserbader. 


Fiir finanzielle Unterstiitzung gilt unser Dank der Bergbau-Berufsgenos- 
senschaft, Bochum, und der Montanunion, Luxemburg. 


Durchfiihrung der Bestimmung 


Gerite 

Photometer ZeiB-Elko III mit Filter S 57 und I 44 (notfalls S 42). Auf die 
Innenflichen des Kiivettentroges wird nach dem Abdecken der Linsen (z.B. mit 
Tesafilm D) ein Epoxydharz/Beschleunigergemisch (z.B. Araldit oder Uhu plus) 
gebracht und bei 50° 24 Stdn. ,,aufgebrannt**. Dadurch ist der Innenraum wasser- 
dicht bis auf die DurchstoBstelle des Kiivettenschiebers, die durch eine Stopf- 
buchse gedichtet wird. Das andere Ende der Schieberstange wird abgeschrigt, 
um eine Kolbenwirkung zu vermeiden, die Offnung mit einem Stopfen verschlossen. 
Den Trog fiillt man mit dest. Wasser. 

Einfacher Reagenzglashalter dazu vgl. 1.c.!°. 

SerienmaBige Reagenzgliser ohne Rand, 16mm AuSendurchmesser mit 
Wandstiérke von 1,3 mm aus einer Charge, optisch mit einer Kupfertetraamin- 
lésung der Extinktion 0,300 auf +.0,003 Einheiten kalibriert!® 11, peinlich sauber 
mit Chromschwefelséure, Leitungs- und 2mal mit entionisiertem Wasser gespiilt, 
in runden V4A-Kérben mit Deckel aus Maschendraht 1 mm, 5 mm Maschenweite, 
(Firma Weisse d& Eschrich, Ludwigsstadt, Bayern), 150 mm Durchmesser, 160 mm 
Hohe. Das Spiilen kann auch mit oberflichenaktiven Mitteln erfolgen. 

Reagenzglasgestelle, 310 x 100 x 90 mm fiir 75 Glaser, bestehend aus drei 
Ebenen im Abstand von 45mm, Rand aus V4A-Draht 3mm stark, Maschen 
unten 5mm, oben 20mm aus V4A-Draht 1mm (vgl. oben). Aluminiumdeckel 
dazu 300 x 100 mm mit umgebogenem, 20 mm tiefem Rand. 

Wasserbad, passend fiir 6 Gestelle, 110 x 25 x 17 cm innen, mit 2 cm starker 
Isolierung aus Silan-Steinwolle, aus Aluminiumblech 2mm, Beheizung 4 einmal 
gebogene 100 cm lange Tauchsieder (Koch, Adelebsen) mit je 1000 Watt, die 
gleichzeitig den Bodenrost bilden, mit dachférmigem ungleichschenkligem Deckel, 
Giebelhdhe 10 cm, um gutes Ablaufen des Kondenswassers zu gewiahrleisten. Das 
Bad wird so weit mit Wasser gefillt, daB die Glaser 5—6 cm aus dem Wasser 
herausragen. 

Magnetriihrer mit etwa 200 U./Min., zusammengestellt aus einem Dreifu8 
von 10 cm Héhe und einer Deckplatte aus 3 mm starkem Polyathylen und 18 cm 
Durchmesser, darunter ein Kleinstmotor Typ 30 (Heidolph, Schwabach/Niirn- 
berg) mit S-210-Getriebe und U-férmigem Magnet Typ 15-9684B (Deutsche Edel- 
stahlwerke, Dortmund). Dazu als Riihrstab ein polyathylenumhiillter Stabmagnet 
von 50 mm Lange und 5 mm Durchmesser. 

Handbetriebene Automatic-Pipette 2 ml und 5 ml (Cornwall 1250 mit ,,filling 
outfits 1220, beziehbar von Schiitt jun., Géttingen), wobei der Gummischlauch 
durch einen aus Polyathylen ersetzt wurde. 


Reagenzien 
4m Natriumacetatpuffer py 5,18—5,20: 2720 g Natriumacetat -3H,O p. a. 
Merck werden in einem 5-l-MeBkolben mit Schittelkropf mit 1500 ml entioni- 
siertem Wasser und 1240 ml 96proz. Eisessig p. a. iibergossen und einige Stunden 
auf dem Wasserbad (70°) stehen gelassen, wobei sich das Salz vollstandig lést. 


10 H. Stegemann, diese Z. $11, 41 [1958]. 
1S. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 370 [1948]. 
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Nach dem Abkiihlen fillt man mit Wasser auf 5000 ml auf, das py hat dann dep 
oben angegebenen Wert. SchlieBlich filtriert man durch ein Polyvinylchloridfilte 
(Rhovylpapier, Schleicher & Schiill) in die mit 10 ml Quecksilber beschickte, 20| 
fassende Vorratsflasche mit Auslaufstutzen, um kleinere mechanische Verunrg. wer 
nigungen zu entfernen. ext 
Ninhydrin-Natriumfluorid-Lésung: Man vereinigt die Lésungen von 15,0, 
Ninhydrin* in 1000 mi chemisch reinem, vor allem peroxydfreiem Athylenglykol. § den 





monomethylester und von 2,0g Natriumfluorid p.a. in 1000 ml entionisiertem — der 
Wasser und bewahrt die Mischung im Dunkeln auf. wer 
Natriumdithionit (Na,S,0,) fiir analytische Zwecke (Merck) trocken auf. div 
bewahrt. 
Leucin-Standardlésung: 93,70 mg iiber P,O, getrocknetes pL-Leucin werden J dies 
in 1000 ml 0,1n ammoniakfreier HCl gelést. Davon wird fiir die Eichkurve eine F (yg! 
Verdiinnung 1:10 hergestellt, entspr. 1 m/ = 1 y Leucin-N. Je 10 Glaser mit 1 y 
Leucin-N bzw. 1 ml Wasser werden fiir die Standardextinktion mitbestimmt. 
Entionisiertes Wasser: Durch Mischbett-Austausch vollentsalztes Wasser von 
einer Leitfahigkeit kleiner als 1 wSiemens wird iiber Kationenaustauscher in der | din 
H®-Form (Lewatit S 100) in 10-/-Glasflaschen mit Stopfen und Kappe aufbewahrt. | din 
Der Austauscher (200 g) befindet sich in einem zugeschmolzenen Sackchen aus | neh 
Polyestergewebe 100/50 (Loeffler, Leverkusen) am Boden der Flasche und kann } yer! 
auch so regeneriert werden. Feine Austauscherpartikel wurden vor dem Einfiillen 
durch Sedimentation entfernt und nur die von 1—2 mm KorngréBe benutzt. | 


= 
= 





Ninhydrin-Reaktion 
Zur Analyse von 1 ml Lisung werden 2 mi Acetatpuffer und 2 ml partiell | bes 
reduziertes Ninhydrinreagenz bendtigt. kor 
Partielle Reduktion des Ninhydrin-Reagenz: In einen trockenen Erlenmeyer. | _ luft 
kolben von 750 ml Inhalt werden 900 mg Na,S,O, (fiir analytische Zwecke) mit | mit 
einer Genauigkeit von +2 mg eingewogen, mit 400 mi der Ninhydrin-Natrium. ert 
fluorid-Lésung iibergossen und 10 Min. magnetisch geriihrt. Die anfangs rote 
Farbe der Lésung wird nach 2—3 Min. durch Bildung sehr feinkristallinen Hy. § ™U 
drindantins milchig rosa**. Dann fiigt man 200 m/ des 4m Acetatpuffers zu und © 
rihrt weitere 5 Min. Diese 600 ml Gemisch reichen fiir die Analyse von 300 Glasern 
a 1 ml Lésung und kénnen jetzt unter weiterem Riihren einpipettiert werden. 
Das Gemisch muB taglich frisch hergestellt werden. 


Die im Sammler erhaltenen Fraktionen von 1 ml oder entsprechende Proben | relg 
werden mit jeweils 2 ml 4m Acetatpuffer versetzt, 2 ml des vorbereiteten Reagen- thic 
zes zugefiigt und gestellweise (75 Réhrchen) gut geschiittelt. Man deckt die Glaser 
mit dem Aluminiumdeckel ab und erhitzt 20 + 1 Min. im sprudelnd kochenden fluc 
Wasserbad. Die Extinktion der in Leitungswasser abgekiihlten, nochmals ge- | leu 
schittelten, ungetrockneten Glaser wird mit dem Filter S 57, fiir die Iminosiuren opt 
mit dem Filter I 44, gegen ein wassergefiilltes Bezugsglas gemessen. Ist die Far- J tha 
bung zu intensiv, so wird vor dem Abkiihlen mit 5, 10 oder 15 ml Methyl- 
glykol/Wasser 1:1 verdiinnt. Die Extinktion ist auch dann zwischen 1 und 10 y N 
linear. Als Standard werden je 10 Glaser mit Wasser und mit je 1 y Leucin-N pro 
ml mitbestimmt. Der Extinktionswert liegt bei 0,350 + 2% (nach Abzug des 
Blindwertes von etwa 0,090), richtet sich nach der Art der verwendeten Glaser 
und bleibt mindestens 1 Stde. praktisch konstant. Die entsprechenden Werte 
fiir 1-cm-Kiivetten waren 0,250 und 0,060. 

* Mann (New York 6) oder Nutritional Biochem. Corp. (Cleveland 28), 100¢ 
etwa 85,— DM. 

** Tritt das Farbspiel nicht auf, so enthielt das Methylglykol Peroxyde oder 
das Dithionit war vor dem Aufliésen feucht geworden und hatte sich an der Luft 
oxydiert. In brauner Flasche trocken aufbewahrtes Dithionit behielt sein Reduk- 
tionsvermégen iiber 2 Jahre praktisch unverandert. 
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Auswertung 


Die Extinktionen der als Eichwerte mitbestimmten Leucin-Werte (1 y N) 
werden addiert, die Summe der Blindwerte davon abgezogen, wobei als Netto- 
extinktion fir 1 y N etwa 0,350 resultiert. 

Ebenso addiert man die Extinktionen der Glaser aus dem Sammler, die iiber 
dem Blindwert der Leerfraktionen liegen und die sich durch den An- bzw. Abstieg 
der Werte als ein ,,peak‘* zu erkennen geben, subtrahiert die Summe der Blind- 
werte einer gleichen Anzahl Leerfraktionen in der Nahe des betr. ,,peaks‘* und 
dividiert durch die obige Nettoextinktion. 

Man erhalt als Ergebnis die Molaquivalente, bezogen auf Leucin, und muB 
diese mit dem fiir die betreffende Aminosiure charakteristischen ,,Leucinfaktor‘ 
(vgl. Tab. 1, Spalte 3) multiplizieren, um die wahren Aquivalente zu ermitteln. 
Will man auf mg Aminoséuren umrechnen, multipliziert man das Resultat mit 
den Zahlen der Spalte 2 in Tab. 1. 

Lagen die Extinktionswerte zwischen 1,00 und 3,50 und waren deshalb Ver- 
dinnungen der gefarbten Lésung nétig, so multipliziert man erst mit dem Ver- 
dinnungsfaktor und verfaéhrt sonst wie oben angegeben. Extinktionen iiber 3,50 
nehmen nicht mehr linear mit der Leucinmenge zu und sind deshalb unzu- 
verlassig. 


Zusammenfassung 


Aminosiuren und verwandte Verbindungen werden mit Ninhydrin 


| bestimmt, das durch Natriumdithionit partiell reduziert ist. Hohe Puffer- 


konzentration und Zusatz von Fluorid-Ionen gestatten die Analyse mit 
lufthaltigen Lésungen. 0,1 bis 10 y Leucin-N pro 1 ml Lésung kénnen 
mit einer Genauigkeit von + 2% im optimalen Bereich von 1 bis 3 y 
erfaBt werden. Durch rationelle Arbeitsweise sind etwa 1000 Bestim- 
mungen pro Tag méglich. 


Summary 


A procedure is given for the determination of amino acids and 
related compounds by means of ninhydrine partially reduced by di- 
thionite. High concentration of acetate buffer and addition of sodium- 
fluoride allow the use of usual air-containing solutions. 0,1 to 10 y 
leucine-N per m/ solution can be measured, the accuracy within the 
optimum range of 1 to 3 y being + 2%. It is possible to analyse more 
than 1000 samples per day. 


Dr. H. Stegemann, Medizinische Forschungsanstalt, Gottingen, Bunsenstr. 10. 
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Untersuchungen 
zum Stoffwechsel der Lungenschnecken, I 


Glykolyse bei den Embryonen von Lymnaea stagnalis \..* 
Von 
H. J. Horstmann 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Erlangen (Vorst.: Prof. Dr. Dr. F May) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Februar 1960) 


Abweichend von vielen anderen Invertebraten besitzen die Pulmo. 
naten neben dem Glykogen noch Galaktogen, das sie in ihrer Eiwei8. 
driise speichern. Wahrend der Eiablage wird dieses als einziges Poly. 
saccharid an die Eier abgegeben, wo es — wie die Untersuchungen an 
den Wasserlungenschnecken Lymnaea stagnalis*-> und Australorbis 
glabratus*® ergaben — der Ernihrung des Embryos dient. Der Weg des 
Galaktogen-Abbaues ist unbekannt. Da die Sii®wasserschnecken von 
vielen Erregern der Trematodenseuchen der Siugetiere und des Menschen 
als Zwischénwirte benutzt werden, sollte die Kenntnis ihres Stoffwech- 
sels besondere Beachtung beanspruchen. In einer Reihe von Untersuchun- 
gen soll daher versucht werden, zur Aufklirung des Kohlenhydrat-Stoff- 
wechsels der Pulmonaten beizutragen. 

In der vorliegenden Arbeit wird gepriift, ob die Embryonen unter 
anaeroben Bedingungen Milchsiiure bilden kénnen und Fermente der 
Glykolyse besitzen. Bei erwachsenen basommatophoren Pulmonaten 
wurde die Fahigkeit zur anaeroben Glykolyse bereits nachgewiesen*’, 
Da diese Tiere jedoch stets auch Glykogen enthalten, laBt sich hieraus 
nicht auf eine Bildung von Milchsiiure aus Galaktogen schlieBen. 


* Die Untersuchung wurde durch eine Sachbeihilfe der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft unterstiitzt. 

Verwendete Abkirzungen: G-1-P = Glucose-1-phosphat; G-6-P = Glucose. 
6-phosphat; F-6-P = Fructose-6-phosphat; F-1.6-P = Fructose-1.6-diphosphat; 
DPN® und DPNH = oxydiertes bzw. reduziertes Diphosphopyridinnucleotid; 
TPN® = Triphosphopyridinnucleotid; ADP = Adenosin-5’-diphosphat; ATP = 
Adenosin-5’-triphosphat; ATPase — Adenosintriphosphatase; S — Lange des 
Schneckengehauses. 

1 F. May, Z. Biol. 95, 277 [1934]. 

2 L. W. Holm, Trans. Amer. microscop. Soc. 65, 45 [1946]. 

3 P. McMahon, T. v. Brand u. M. O. Nolan, J. cellular comparat. Physiol. 
50, 219 [1957]. 

4 H. J. Horstmann, Biochem. Z. 328, 342 [1956]. 

5 H. J. Horstmann, Z. vergleich. Physiol. 41, 390 [1958]. 

6 T.v. Brand, H. D. Baernstein u. B. Mehlman, Biol. Bull. 98, 266 [1950]. 

7 E. C. Weinbach, Arch. Biochem. Biophysics 42, 231 [1953]. 
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Material und Methoden 


1. Anaerobe Glykolyse 


Die Embryonen wurden in einem Brutapparat® bei 23° geziichtet. Nach 
Isolierung aus der Kimasse wurden jeweils 4—10 Eier in Glashomogenisatoren 
(g 8mm, konisch) in dest. Wasser (Gesamtvolumen 50 ul) suspendiert. Bei 
Zimmertemperatur wurde Bomben-Stickstoff, der nach 1. c.® von Sauerstoff-Spuren 
befreit worden war, durch kapillar ausgezogene Glasrohre, die gleichzeitig die 
L.* (ffnung der Homogenisatoren locker verschlossen, standig in die Eisuspension 
eingeleitet. Nach 5 Stdn. wurde der Versuch beendet und die entstandene Milch- 
siure nach Barker und Summerson?® in Anlehnung an Bonting"™ bestimmt: 
Nach Zugabe von 25 ul einer 15proz. CuSO,-Lésung wurden die Kier 2—3 Min. 
homogenisiert und der Pistill mit 125 ul dest. Wasser gespiilt. Danach wurden 
etwa 10 mg Ca(OH),-Pulver zugesetzt. Das Gemisch wurde unter gelegentlichem 
Umriihren 30 Min. stehen gelassen und anschlieBend bei 1500 x g zentrifugiert. 
In ein mit Glasstopfen verschlieBbares, 15 mm weites Testrohr wurden 100 ul des 
Uberstehenden und 600 ul H,SO,-CuSO,-Reagenz!! pipettiert und miteinander 
ulmo. | vermischt. Die verschlossenen Testrohre wurden 15 Min. in ein siedendes Wasserbad 
gestellt und anschlieBend auf etwa 20° abgekiihlt. Dann wurden mit einer Kon- 
striktionspipette 10 ul einer 1,5proz. Lésung von p-Phenyl-phenol in 0,5proz. 
Poly. Natronlauge zugesetzt. Nach VerschlieBen der Testrohre wurde das ausgefiallte 
en an | Reagenz durch vorsichtiges Schiitteln fein suspendiert. Die Testrohre wurden 
Jorbis |) 30 Min. in ein Wasserbad von 30°, dann 90 Sek. lang in ein siedendes Wasserbad 
gestellt und anschlieBend rasch auf Zimmertemperatur gekiihlt. Die Extinktionen 
wurden in Halbmikrokiivetten (Schichtdicke 1 cm) bei 572 mu im Beckman- 
1 VON © Spektralphotometer gegen einen Leerwert gemessen, bei dem an Stelle der Ei- 
schen |) suspension 175 ul dest. Wasser in sonst gleicher Weise behandelt worden war. 
wech. |, Der Milchsiure-Gehalt wurde mit Hilfe einer Eichkurve ermittelt, die mit be- 
_kannten Milchséure-Mengen aufgestellt worden war. Die milchsiurehaltigen 
; | Lésungen wurden dabei ebenfalls in der oben beschriebenen Weise mit CuSO, und 
Stoff- |) (a(OH), behandelt. 
Den. anaeroben Versuchen liefen stets Untersuchungen an einer gleichen 
unter | Anzahl von Eiern aus derselben Eimasse parallel, wobei die Kier sofort nach ihrer 
Isolierung homogenisiert und wie oben angegeben weiterverarbeitet wurden; sie 


’. May) 


= 
=I 
= 


o lieferten die Werte fiir die in den Eiern praformierte Milchsaure. 

naten 

sen®?, 2. Enzyme der Glykolyse 

eraus Fiir die Versuche wurden 7 Tage alte Embryonen verwendet. Die Schalen- 


lange (S) der Tiere betrug 0,70—0,79 mm; dieser GréBe entspricht ein Trocken- 
gewicht des Weichkérpers von 19—26 ug/Embryo. 

For. Jeweils 70 bis mehrere Hundert Embryonen wurden isoliert und bei 5—10° 
in isotonischer gepufferter Salzlésung von der Eikapselflissigkeit freigespiilt®. Die 
ucose- [| Embryonen wurden in einen konischen Glashomogenisator pipettiert; die iiber- 
sphat; f stehende Fliissigkeit wurde abgesaugt. Nach Zugabe von 100 wl Tridithanolamin- 
eotid; | HCl-Puffer (0,05 m, pH7,5) wurde unter Eiskiihlung 2—3 Min. homogenisiert. Das 
['P = | Homogenat wurde entweder mit Phosphatpuffer (0,06m, pH7,5) unter Zentrifu- 
e des | gieren und erneutem Homogenisieren 3mal extrahiert (Aldolase- und Milchsiéure- 
Dehydrogenase-Nachweis im optischen Test) oder 3—5 Stdn. auf einem schwim- 
menden Kollodiumhautchen?? bei 5° gegen 0,05m KCl dialysiert. Nach der Dialyse 
wurde das Homogenat 30 Sek. bei 150 x g zentrifugiert, um Schalentriimmer 
abzutrennen. 


iysiol. f°" oll 
’ H. J. Horstmann, Zool. Anz. 158, 129 [1957]. 
® L. Meites u. T. Meites, Analytic. Chem. 20, 984 [1948]. 
1950] 10'S. B. Barker u. W. H.Summerson, J. biol. Chemistry 188, 535 [1941]. 


"8. L. Bonting, Arch. Biochem. Biophysics 56, 307 [1955]. 
® R. W. Wood, J. plysic. Chem. 27, 565 [1923]. 
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ATP, DPNH, TPN®, G-1-P, F-1.6-P, F-6-P und 2-Phosphoglycerinsayy 
wurden von der Firma Boehringer & Soehne, Mannheim, bezogen. Die Phospha 
wurden als Na- oder K-Salze verwendet. Glycerophosphat-Dehydrogenase up; 





Triosephosphat-Isomerase waren ebenfalls Boehringer-Praparate. G-6-P-Dehydn. & 


genase wurde nach I. c.° aus Trockenhefe dargestellt. 


Phosphat wurde nach Schaffer, Fong und Kirk" bestimmt; die Hydrolyy F 
der Zuckerphosphate wurde in den dort beschriebenen Extraktoren durchvefiihn, ¥ 
Glucose wurde nach Nelson, F-6-P nach Dische und Borenfreund!* ermitteh, | 


Der Proteingehalt der Homogenate wurde mit der modifizierten Biuretmethot § 


nach Weichselbaum!’ bestimmt; die dort angegebenen Volumina wurden aij 
1/,9 reduziert. Zuwachs der Extinktion (546 mu, Schichtdicke 1 em) x 3,2 = m 
Protein in der Bestimmung. Der Faktor 3,2 wurde durch eine gravimetrische Be. 
stimmung einer gréBeren aus einem Homogenat gefallten EiweiBmenge ermittelt, 
ATP, Aldolase und Milchsiure-Dehydrogenase wurden mit den entsprechende, 
Biochemica-Testkombinationen der Fa. Boehringer & Soehne, Mannheim, be. | 
stimmt. Alle spektralphotometrischen Messungen wurden in Halbmikrokiivette, 
(Schichtdicke 1 cm) mit dem Beckman-DU-Spektralphotometer ausgefiihrt. 


Ergebnisse 


I. Anaerobe Glykolyse waihrend der Embryonalentwicklung 

In Tab. 1 sind die Ergebnisse der Untersuchung zusammengestellt, 
Zur Vermeidung von Verletzungen wurden die Embryonen stets inner. 
halb ihrer Eikapseln untersucht. Die Eikapselfliissigkeit enthalt vom 
Muttertier her priformierte Milchsiure: Bei 132 Eiern, die 1—24 Stdn, 
nach der .Eiablage untersucht wurden, wurde im Mittel 55 + 37 my 


Milchsaure pro Ei gefunden. Die Streuung der Werte in der Tabelle ist| 
wohl zum Teil auf diesen unterschiedlichen Milchsaure-Gehalt der Ei-| 


kapselfliissigkeit zuriickzufiihren. 


In der letzten Spalte der Tabelle wurde das 99°%-Vertrauensinter. 
vall (Irrtumswahrscheinlichkeit P = 1°) fiir den Mittelwert der Grund. 
gesamtheit der anaerob gebildeten Milchsaure nach der t-Verteilung be.| 


rechnet!®. Eine statistisch gesicherte anaerobe Bildung von Milchsiure 
liegt vor, wenn der in der Tabelle als untere Grenze des Vertrauens. 
intervalls angegebene Wert positiv ist; dies ist erst vom 5. Entwicklungs. 
tag an der Fall. Bis zum 9. Tag andert sich die pro Embryo gebildete 
Milchsiiuremenge wenig; kurz vor dem Schliipfen steigt sie jedoch stark 
an. Zu dieser Zeit enthalten die Eier schon vor Versuchsbeginn mehr 
Milchsaure als in den vorhergehenden Stadien. Méglicherweise ist die 
Sauerstoffversorgung des schlupfreifen Embryos unzureichend, so dai 
es zu einer Ansammlung von Milchsiiure in seinem Gewebe oder in der 
ihn umgebenden Eikapselfliissigkeit kommt. 








13 A. Kornberg u. B. L. Horecker in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, 
Methods in Enzymology, Vol. I, 8S. 323, Academic Press, New York 1955. 

4 F, L. Schaffer, J. Fong u. P. L. Kirk, Analytic. Chem. 25, 343 [1953]. 

15 N. Nelson, J. biol. Chemistry 153, 375 [1944]. 

16 Z. Dische u. E. Borenfreund, J. biol. Chemistry 192, 583 [1951]. ] 

17 G. Beisenherz, H.J. Boltze, T. Biicher, R. Czok, G. H. Garbade,} 
E. Meyer- Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 

18 E. Weber, GrundriB der biologischen Statistik, VEB Gustav Fischer Verlag, 
Jena 1957. 
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Tab. 1. Anaerobe Milchsiure-Bildung wahrend der Embryonalentwicklung von 
Lymnaea stagnalis. 





99%, - 
An- . Pee 

= ‘ , , - | Milch- Vertrauens- 

Embryo ro mug Milchséure/Ei shure. | intervall fur 

ines Bildung pena er 

mug er Grund- 
Bie int- such- nach 7 et esamtheit** 

Alter |GréBe* wicklungs- ten _ vor 5 Stdn. rere o/| & 

Tage | (mm) chaieien Eier | Versuch inN 5 Stdn. | untere] obere 
a Grenze|Grenze 





1 | 0,14 | Furchungen| 59 566+ 31] 57+ 44 1+ 31] —50 52 
2 | 0,18 | Gastrula 52 68 + 82|107 + 82] 234 39] —25 +71 
3 | 0,20 | Trochophora| 86 | 101 + 56/172 +83] 66+ 73] —37 | +169 
4 0,32 | ,,Veliger* 65 86 + 77/103 +71] 18+72] —101] +137 


5 | 0,52 | Beginn der 

Herztatigkeit) 43 | 163 + 76|212+89| 464+ 36|/ +1 +91 
6 | 0,63 |,,xHippo-Stage“| 59 95 4 291 + 77] 196 + 86| +55 | +337 
fortschr. 
7 | 0,76 | Ausbildg.d.} 39 | 117+ 98 | 260 + 46] 138 + 50] +36 | +239 
8 | 0,95 | Schnecken- 56 | 134+ 78} 303 + 66] 169+ 61: +45 | +295 
9 | 1,07 | gestalt 56 | 121 + 70] 264 + 86] 135 + 46] +70] +200 


10 | 1,18 | Embryo 
kurz vor dem 
Schliipfen 49 | 283+174| 623 + 153] 340 + 136)/+-150 | +530 


























* Bis zum 4. Tag K6rperlinge, dann Schalenlinge. 


7 £9,005 *8 yx <pret £0,005 ‘Ss yx (Nn = Anzahl der untersuchten Eigruppen). 


I]. Enzyme der Glykolyse bei7 Tage alten Embryonen 
]. Hexokinase 
Substratreaktion: Glucose + ATP —+ G-6-P + ADP 

Der Nachweis der Hexokinase wurde auf mehreren Wegen ver- 
sucht. Die Bestimmung des ATP-Gehaltes am Anfang und Ende der 
Inkubation (30 Min., 26°) des dialysierten Homogenats ergab keinen 
Unterschied gegeniiber der substratfreien Kontrolle. In beiden Ansitzen 
wurden jedoch etwa 43% des zugesetzten ATP verbraucht, was die An- 
wesenheit einer ATPase vermuten laBt, wie sie auch von Weinbach!® 
im Hepatopankreas erwachsener Schlammschnecken nachgewiesen 
wurde. Eine gleichzeitige Abnahme der Glucose lie} sich nicht einwand.- 
frei feststellen. Da ADP die Hexokinase kompetitiv hemmt, wird der 
Nachweis vermutlich durch die ATPase gestért. Mit TPN lie3 sich je- 
doch die Bildung von G-6-P nachweisen (Abb. 1); die Embryonen 
besitzen eine sehr aktive G-6-P-Dehydrogenase. 


19 K. C. Weinbach, Arch. Biochem. Biophysics 64, 129 [1956]. 
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Abb. 1. Hexokinase im Homogenat von 7 Tag 

alten Lymnaea-Embryonen (S = 0,74 mm), 

Ansatz: 0,63 mg Protein aus dialysiertey 

Homogenat, 5 uMol MgCl,, 10 «Mol Glucose, 

a1 7 5 uMol ATP-Na, in 0,980 m10,05m Triathanol. 

amin-Puffer, pq 7,5. 3 Min. nach Zugabe des 

Homogenats wurden 0,06 uMol TPN® in 204i 

Wasser zugesetzt und die Extinktion bei 34) 

mu gegen eine ATP-freie Kontrolle sonst 
gleicher Zusammensetzung gemessen, 












































2 40 


Min. —— 


2. Phosphoglucomutase 
Substratreaktion : G-1-P —. G-6-P 











Das Enzym wurde nach dem Verfahren von Najjar? nachgewiesen, 
das sich die unterschiedliche Saurelabilitat der beiden Hexosephosphate | i 
zunutze macht. Es wird dabei die Abnahme des aus dem G-1-P stam. 
menden siurelabilen Phosphats bestimmt; sie ist in Abb. 2 dargestellt. 
Gleichzeitig entsteht Fructosephosphat. 


ii) 
U; 


~S 





Abb. 2. Phosphoglucomutase und Phos. 
phoglucose-Isomerase im Homogenat ‘ 





03 aad Tage alter Lymnaea-Embryonen 

‘ " (S = 0,77 mm). 

= Ansatz: 0,72 mg Protein aus dialysiertem 
= Homogenat, 2,5 uMol Cystein, 0,08 «Mol 





MgCl, und 0,4 wMol G-1-P (K-Salz) in 
einem Gesamtvolumen von 150 pl 0,025 m 

ke > Triathanolamin-Puffer, py 7,6; Inkuba- 
01 SE tion bei 25°. Fir jede Probe wurden 
10 wl des Ansatzes entnommen, 10 Min. 
bei 100° in In HCl hydrolysiert und das 
anorganische Phosphat bestimmt. Gleich- 
60 120 80 2) ~—_ zeitig wurden 15-ul-Proben auf Fructose 
Min. untersucht und diese als F-6-P berechnet. 























3. Phosphoglucose-Isomerase 

Substratreaktion: G-6-P =. F-6-P 

Das Vorhandensein dieses Fermentes wurde auf Grund der schon 
im vorigen Abschnitt beobachteten Fructose-Bildung vermutet. Der 
Nachweis, daB bei dieser Reaktion das 6-Phosphat entstanden war, 
fehlte jedoch. Dem Homogenat wurde F-6-P zugesetzt und das ent- 
standene G-6-P mit G-6-P-Dehydrogenase nachgewiesen (Abb. 3). 


20 A. V. Najjar, J. biol. Chemistry 175, 281 [1948]. 
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4 mm), 








Kozo 
: Abb. 3. Phosphoglucose-Isomerase im he 
sierten | Homogenat 7 Tage alter Lymnaea-Em- 
































‘lucose, bryonen (S = 0,76 mm). 015 

re Ansatz: 0,85 mg Protein aus dialy- / 
* ‘wa siertem Homogenat, 5 uMol MgCl,, 

020d! Fi o4 Mol TPN®, 2,8 Kinh.G-6-P-De. gy __/ 





7 340 hydrogenase aus Hefe, in 0,975 ml 
Pee 0,05m Triathanolamin-Puffer, pq 7,5. 
— Zur Zeit 0 wurden 2 uMol F-6-P (Na) 
in 25 ul Wasser zugesetzt und die 
Extinktion bei 340 my gegen eine 
Kontrolle ohne Homogenat gemessen. 


0.05 


























Min. —— 
a | 4. Fructosediphosphat-Aldolase 

tom. I Substratreaktion : 

tellt. | F-1.6-P = Glycerinaldehyd-3-phosphat + Dihydroxyaceton-phosphat 





Aldolase wurde im zusammengesetzten optischen Test!” be- 
stimmt. Das Homogenat wurde mit Phosphatpuffer (0,06 m, py 7,4) ex- 
Phos- | trahiert. 


Tab. 2. Aldolase im Extrakt von Lymnaea-Embryonen. 


artem _ Testlésuny: 900 ul 0,056m Kollidinpuffer, py 7,4, enthaltend 1,8 uMol F-1.6-P und 
uMol | 9:27 »Mol Monojodacetat; 50 u4l DPNH (= 0,25 uMol); 5 ul Glycerin-1-phosphat- 
Iz) in | Dehydrogenase/Triosephosphat-Isomerase (= 10 ug Enzymprotein). 10 Min. bei 
)25m | 25° inkubiert, dann 45 wl Embryoextrakt zugesetzt und Extinktionsainderung 











kuba- bei 366 mu verfolgt. Kontrollen: 1. ohne Embryoextrakt, 2. ohne F-1.6-P. 
urden 
Min. Schalenlange S Protein im Ansatz Biicher-Einh. 
d das (mm) (mg) Aldolase/mg Protein 
leich- 
ctose 
hnet. 0,72 0,099 0,66 
0,74 0,155 0,62 








Aldolase-Bestimmungen nach Sibley und Lehninger® ergaben 
ihnliche Werte: 0,7 Biicher-Einh./mg Protein fiir S = 0,73 mm. 


shon 

Der | 5. Enolase 
war, Substratreaktion: 
ent- 


2-Phosphoglycerinsiiure — Phosphoenolbrenztraubensiure 


“2, Racker, J. biol. Chemistry 167, 843 [1947]. 
#2 J. A.Sibley u. A. L. Lehninger, J. biol. Chemistry 177, 859 [1949]. 


8* 
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Das Ferment wurde nach Lohmann und Meyerhof?® bestimm 
Die entstandene Phosphoenolbrenztraubensiiure wurde durch sauy 
Hydrolyse gespalten und das anorganische Phosphat gemessen (Abb. 4), 

















| 15 “ 
= ‘ . 
> Abb. 4. Enolase im Homogenat 7 Tage 
MW 7° alter Lymnaea-Embryonen (S = 0,76 mm), 
Bestimmung s. Text. Ordinate: myMol 
saurelabiles Phosphat/25 ul Ansatz. 
5 O = 83 wg Protein/25 wl Ansatz; 


| @ = 92 wg Protein/25 ul Ansatz; 
9 ———» | ® = 92 wg Protein/25 ul Ansatz, 
1,25 x 10-?m Fluorid. 

















H 60 90 120 


Mn—=— 


Gleiche Volumina (100—150 wl) von dialysiertem Homogenat und 0,016 


2-Phosphoglycerinsiure (K-Salz) in Triathanolamin-HCl-Puffer (0,05m, py7,6) | 


wurden miteinander gemischt und bei 20° inkubiert. 25-u/-Proben wurden in kleine 
Zentrifugenglaser pipettiert, die 10 ul 10proz. Trichloressigsiure enthielten. Der 
Niederschlag wurde abzentrifugiert und mit 25 ul 3proz. Trichloressigsiure ge. 


waschen. Uberstehendes und Waschfliissigkeit wurden im Extraktor mit 100 I} 
1n HCl im siedenden Wasserbad 60 Min. hydrolysiert und das séurelabile Phosphat | 


bestimmt. Daneben wurde das anorganische Phosphat ohne Hydrolyse ermittelt. 


hemmt. 


6. Milchsaure-Dehydrogenase 
Substratreaktion : 
Brenztraubensiure + DPNH + H® — Milchsiure + DPN® 


Die Bestimmung erfolgte im optischen Test nach Kubowitz und 
Ott**. Das Ergebnis zeigt Tab. 3. 


Tab. 3. Milchsiure-Dehydrogenase im Extrakt von Lymnaea-Embryonen. 
Testlésung: 1 ml 0,046m Phosphatpuffer, pq 7,5, enthaltend 4,6 «Mol Brenztrauben- 
saure, 0,125 uMol DPNH und Embryoextrakt. Kontrolle ohne Brenztraubensaure. 

Temp. 25°. 








Schalenlange S Protein im Ansatz Einh. Milchsaure- 
(mm) (mg) Dehydrogenase/mg Protein 
0,70 0,40 0,25 
0,79 0,45 0,27 





23 K. Lohmann u..0. Meyerhof, Biochem. Z. 273, 60 [1934]. 
4 F. Kubowitz u. P. Ott, Biochem. Z. $14, 94 [1943]. 
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Db. 4) 


ad Tage 
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0,016m 


PH7,6) | 


| kleine | 
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Ire ge- : 
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| Proc. 15, 244 [1956]. 
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Diskussion 

Wie die vorliegende Untersuchung zeigt, bilden die Embryonen bei 
Abwesenheit von Sauerstoff vom 5. Entwicklungstag an Milchsiure in 
signifikanter Weise. Zu dieser Zeit beginnt auch der Galaktogenver- 
brauch?-°. Da Glykogen erst gegen Ende der Embryonalentwicklung 
und in geringer Menge von den Embryonen gebildet wird** darf wohl 
aus dem Sachverhalt geschlossen werden, daB die Embryonen von 
Lymnaea stagnalis Galaktogen anaerob zu Milchsiure abbauen kénnen. 


Hierbei kénnen mehrere bekannte Wege eingeschlagen werden, die 
alle eine Spaltung des Polysaccharids zu Galaktose-1-phosphat oder 
Galaktose zur Voraussetzung haben. Galaktose-l1-phosphat kann mit 
Hilfe von Uridyltransferasen und Uridindiphosphat-galaktose-4-Epi- 
merase in Glucose-1-phosphat umgewandelt werden (Ubersicht: 1. c.2°) 
und somit der Glykolyse und dem Pentosephosphat-Cyclus unterworfen 
werden. Galaktose kénnte aber auch direkt oxydiert werden, in ahn- 
licher Weise, wie es Doudoroff und Mitarbeiter®® bei Pseudomonas 
saccharophila fanden. 

Die Méglichkeit eines glykolytischen Abbaues wurde in dieser Unter- 
suchung gepriift. Respirationsversuche, die im Cartesianischen Taucher- 
apparat mit aus den Eiern isolierten Embryonen oder mit Embryohomo- 
genat durchgefiihrt wurden, zeigten gegeniiber den Kontrollen keine 
Steigerung des Sauerstoff-Verbrauches nach Zugabe folgender Sub- 
strate: Glykogen, Galaktogen, Lactose, Glucose, Galaktose, Fructose, 
Arabinose, Glucose-1-phosphat und Fructose-1.6-diphosphat. Die im 
Darmlumen und den Entodermzellen der Embryonen gespeicherten 


daB eine extraembryonale Substratzufuhr wirkungslos bleibt. Kine dem 
Versuch vorhergehende 12stdg. Aufbewahrung der isolierten Embryonen 
in isotonischer Salzlésung bei 24° anderte dieses Ergebnis nicht. Lingere 
Hungerperioden wurden nicht versucht, da hierbei Nebenwirkungen zu 
befiirchten sind. 

Die Frage nach dem Abbauweg des Galaktogens sollte daher durch 
Enzymbestimmungen entschieden werden, die in Homogenaten der 
Embryonen vorgenommen wurden. Dieses Verfahren hat seine Gren- 
zen. Das Vorhandensein eines Fermentes im Homogenat bedeutet nicht 
notwendigerweise, da dieses Ferment auch in vivo am Stoffwechsel 
des untersuchten Substrates beteiligt ist. Diese Frage wird besonders 
dann von Bedeutung, wenn mehrere Abbauwege als méglich nachge- 
wiesen worden sind. Andererseits kénnte ein fiir den Abbau notwendiges 
Enzym im Homogenat direkt oder iiber sein Coferment geschidigt wer- 
den, so daB falschlich aus seiner Unwirksamkeit auf seine Abwesenheit ge- 
schlossen wiirde. 


25 H. M. Kalckar u. E. 8. Maxwell, Physiol. Reviews 38, 77 [1958]. 
26 M. Doudoroff, J.de Ley, N. J. Palleroniu. R. Weimberg, Federation 
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Im Homogenat 7 Tage alter Lymnaea-Embryonen lieBen sich alk 
Enzyme der Glykolyse nachweisen, deren Anwesenheit gepriift wurd 
Es ist anzunehmen, da auch die iibrigen Fermente dieses Abbauwegs 
vorhanden sind. Offensichtlich kénnen die Embryonen Glucose nach dey 
Embden-Meyerhof-Schema spalten. 

Aus den initialen Reaktionsgeschwindigkeiten lassen sich die Aktiyi. 
tiiten der untersuchten Fermente bestimmen. Die in Tab. 4 wiederg. § 
gebenen Werte miissen als Niherungswerte angesehen werden, da ij 








Tab. 4. 
Fermentaktivitaten im Homogenat 7 Tage alter Embryonen von Lymnaea stagnalis, 
Schalenlange : 
Ferment der Embryonen ae ee pan, 
(mm) (°C) rotein 

Phosphoglucomutase .... . 0,77 25 0,31 
Phosphoglucose-Isomerase . . . 0,76 © 20 1,18 
TSS See ee 0,72 25 0,66 
Hiab ner ects hs is a) v5 f1-4 4 os) ws! 0,76 21 0,30. 7 
Milchséure-Dehydrogenase . . . 0,79 25 0,27 











keinem Fall versucht wurde, die optimalen Reaktionsbedingungen 
herauszuarbeiten. Von einer Berechnung der Hexokinase-Aktivitit 
wurde abgesehen. Eine Ferment-Einheit ist nach Biicher” definiert ak 
der Umsatz von 1,76 x 10-§ Mol Substrat/Min./m/ Testlésung: der 
Umsatz wurde auf das mg Protein bezogen. Diese EiweiBmenge ist in 
100 Embryonen der Schalenlinge 0,77 mm enthalten. Die geringe Aktivi. © 





tat der Schneckenfermente ist auffallend, selbst wenn man beriicksichtigt, | 
daB8 ein hoher Prozentsatz des Proteins der Embryonen ausderim Darm und) 
seinen Zellen gespeicherten Eikapselfliissigkeit stammt. Nun ist allerdings | 
der Stoffwechselquotient der Atmung bei den alteren Embryonen recht | 
klein’: fiir den 7 Tage alten Embryo betrigt der auf das Trockengewichi | 
des Weichkérpers bezogene Qo,= 2,5. Da der Gehalt an léslichem Pro. 
tein in diesem Entwicklungsstadium etwa 41% vom Trockengewicht des} 
Weichkérpers betrigt, ergibt sich hieraus ein auf das mg des léslichen} 
Proteins bezogener Qo, von etwa 6. Der respiratorische Quotient ist in 
diesem Stadium vermutlich etwas gréBer als 1 (vgl. 1. c.27). Unter der 
— sicher nicht zutreffenden — Annahme, daf der gesamte aufgenommene 
Sauerstoff zur Verbrennung von Hexose verwendet wird, wiirde sich aus 
diesem Qo, ein Hexose-Umsatz von 7,5 - 10-!° Mol/Min./mg Protein er- 
geben. Das Ferment mit der geringsten gemessenen Aktivitat im aero- 
ben Stoffwechsel, die Enolase, vermag aber 5,3 - 10-® Mol 2-Phospho- 
glycerinsiure/Min./mg Protein umzusetzen. Die gemessenen Ferment- 
aktivitaiten wiirden also theoretisch ausreichen, um den Stoffumsatz der 
Embryonen zu gewihrleisten. 


27 K. Baldwin, Z exp. Biology 12, 27 [1935]. 
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Zusammenfassung 





Eine statistisch gesicherte anaerobe Bildung von Milchsiure be- 


| ginnt bei den Embryonen von Lymnaea stagnalis mit dem 5. Tag der 
' Embryonalentwicklung, d.h. mit Beginn der Herztitigkeit. Aus der 
> zitlichen Ubereinstimmung von Milchsiurebildung und Galaktogen- 


verbrauch wird geschlossen, da die Embryonen Galaktogen anaerob 


' qu Milchsiiure abbauen k6énnen. 


Im Homogenat 7 Tage alter Embryonen wurden folgende Fermente 
der Glykolyse nachgewiesen : Hexokinase, Phosphoglucomutase, Phospho- 
glucose-Isomerase, Aldolase, Enolase und Milchsiure-Dehydrogenase. 
Es wird geschlossen, daB die Embryonen Glucose nach dem Embden- 
Meyerhof-Schema abbauen kénnen. 


Summary 


A statistically significant anaerobic formation of lactic acid starts 
in the embryos of Lymnaea stagnalis on the 5th. day of embryonic deve- 
lopment, i.e., when the functional activity of the heart commences. 
From the correspondence of the time course of lactic acid formation with 
that of galactogen consumption, it is concluded that the embryo can 
break down galactogen to lactic acid anaerobically. 

In homogenates of 7 day-old embryos, the following glycolytic en- 
zymes were found: hexokinase, phosphoglucomutase, glucose phosphate 
isomerase, aldolase, enolase and Idctic acid dehydrogenase. It is con- 
cluded, that the embryos are able to break down glucose by the Embden- 
Meyerhof pathway. 


Dr. H. J. Horstmann, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Erlangen, WasserturmstraBe 5. 
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Untersuchungen 


zum Stoffwechsel der Lungenschnecken, II' 


Die Enzyme des Pentosephosphat-Cyclus 
bei den Embryonen von Lymnaea stagnalis* 
Von 
H. J. Horstmann 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Erlangen (Vorst.: Prof. Dr. Dr. F. May) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Februar 1960) 


In der I. Mitteilung! wurde gezeigt, dag die Embryonen der Schlamn. 
schnecke Galaktogen anaerob zu Milchsiuré abbauen kénnen. Da die 
Embryonen Fermente der Glycolyse enthalten, ist zu vermuten, dab die 
Galaktose — nach Umwandlung in Glucose — nach dem Embden. 
Meyerhof-Schema abgebaut wird. Das hierbei entstehende Zwischen. 
glied Glucose-6-phosphat kénnte aber auch in den Pentosephosphat- 
Cyclus eintreten und somit der direkten Oxydation unterworfen werden. 
In der vorliegenden Untersuchung soll daher gepriift werden, ob die 
Embryonen die hierfiir notwendigen Enzyme entMalten. 


Material und Methoden 


Die fiir die Versuche verwendeten Homogenate aus 7 Tage alten Embryonen 
wurden in der friiher beschriebenen Weise! hergestellt. DPN®, DPNH, TPN®, 
Glucose-6-phosphat, Ribose-5-phosphat sowie Glycerin-1-phosphat-Dehydrogenase 
und Triosephosphat-Isomerase waren Praparate der Firma Boehringer & Soehne, 
Mannheim. 6-Phosphogluconat wurde nach Horecker?® aus Glucose-6-phosphat 
hergestellt; das erhaltene Praparat war frei von Glucose-6-phosphat. Alle Zucker. 
phosphate wurden als K- oder Na-Salze verwendet. Glucose-6-phosphat-Dehydro- 
genase wurde aus Trockenhefe gewonnen’®. 

Ribose wurde nach der Orcin-Methode* in der von Ashwell® angegebenen 
Modifikation nach Dische® bestimmt. Ketopentosen wurden mit der Cystein- 


* Die Untersuchung wurde durch eine Sachbeihilfe der Deutschen For. 
schungsgemeinschaft unterstiitzt. 

Verwendete Abkiirzungen: DPN® und DPNH = oxydiertes bzw. reduziertes 
Diphosphopyridinnucleotid; TPN® und TPNH = oxydiertes bzw. reduziertes 
Triphosphopyridinnucleotid; S = Linge des Schneckengehauses. 

1 T. Mitteil.: H. J. Horstmann, diese Z. 319, 110 [1960], vorstehend. 

2 B. L. Horecker, I. c.24, Vol. III, S. 172. 

2a §. P. Colowick u. N.O. Kaplan, Methods in Enzymology; Academic 
Press Inc., New York 1955—1957. 

3 A. Kornberg u. B. L. Horecker, |. c.?4, Vol. I, 8. 323. 

4 W. Mejbaun, diese Z. 258, 117 [1939]. 

5 G. Ashwell, 1. c.24, Vol. ITI, 8. 73. 
6 Z. Dische, J. biol. Chemistry 204, 983 [1953]. 
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Carbazol- Reaktion’ nachgewiesen. Protein wurde mit der Biuretmethode bestimmt’. 
Die spektra/photometrischen Messungen wurden mit dem Beckman-DU-Spektral- 
photometer durchgefiihrt ; Schichtdicke der Halbmikrokiivetten = 1 cm. 


irgebnisse 

1. Glucose-6-phosphat- Dehydrogenase 

Substratreaktion : 
(lucose-6-phosphat -+- TPN® == 6-Phosphogluconat -+-TPNH + H®. 

Das Ferment wurde im optischen Test bestimmt®. Seine Aktivitit 
im Homogenat betrug 1,31 Einh./mg Protein (Temp. 20°), wobei eine 
Kinheit einem Umsatz von 1,76- 10-8 Mol/Min./m/ Testlésung ent- 
’ spricht® (Abb. 1). Das Ferment ist substratspezifisch; es wird weder 
"May B DPN® reduziert noch Galaktose-6-phosphat mit TPN° oxydiert. 
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i 
10 20 30 30 60 
Mn. 
RNS. Abb. 1 Abb. 2 
yenase Abb. 1. Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase iin Homogenat 7 Tage alter Embryonen 
oehne, von Lymnaea stagnalis (Schalenlange S = 0,81 mm). 


sphat f Ansatz: 0,066 uMol TPN®, 4 uMol Glucose-6-phosphat, 5 uMol MgCl, in 0,95 ml 
ucker- 05m Triathanolamin-Puffer, pu7,5. Zur Zeit 0 wurden 50 ul dialysiertes Homo- 
iydro- Fyvenat (= 0,51 mg Protein) zugesetzt und die Extinktionsanderung bei 340 mu 


b gegen eine Kontrolle ohne Glucose-6-phosphat gemessen. 
enen 


stein. PAbb. 2. 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase im Homogenat von 7 Tage alten 


Lymnaea-Embryonen (S = 0,71 mm). 

For- FAnsatz: 0,73 mg Protein aus dialysiertem Homogenat, 0,075 uMol TPN®, 7 «Mol 
Glyeylglycin, 5 uMol MgCl,, in 0,97 ml 0,05m Tridithanolamin-Puffer, px7,5. 

iertes [)Zur Zeit 0 wurden 2 uMol 6-Phosphogluconat (K-Salz) in 30 ul Wasser zugesetzt 

jertes }jund die Extinktion bei 340 my gegen eine Kontrolle ohne 6-Phosphogluconat 

gemessen. 





2. 6-Phosphogluconat- Dehydrogenase 

lemic Substratreaktion: 6-Phosphogluconat +- TPN® = Ribulose-5-phos- 
hat + TPNH + H® + CO, 

? Z. Dische u. E. Borenfreund, J. biol. Chemistry 167, 843 [1947]. 


8 G. Beisenherz, H. J. Boltze, T. Biicher, R.Czok, K. H. Garbade, 
EZ Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 
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Die Reaktion wurde im optischen Test verfolgt®. Die Aktivitit de, 
Fermentes ist sehr gering (Abb. 2); auch bei px 8,7 wurde kein gréBerey 
Umsatz gemessen. DPN® wird nicht reduziert. 


3. Pentosephosphat-Isomerase 
Substratreaktion: Ribose-5-phosphat = Ribulose-5-phosphat 


Ribose-5-phosphat wird vom Embryohomogenat schnell umgewan. 
delt, wie die Abnahme der Extinktion bei 670 mu im Orcin-Test be. 
weist (Abb. 3a). Gleichzeitig nimmt die Extinktion bei 580 my zu, was 
fiir die Entstehung von Heptulose spricht: das Verhialtnis der Extink. 
tionen 670 mu/580 my ist zu Beginn der Reaktion 4,00, 60 Min. spiiter 
2,73 und nach 350 Min. 1,65. Offensichtlich wird im Verlauf der Reak. 
tion Sedoheptulose gebildet. Die Aktivitit des Ferments betrug 1,33 
Einh./mg Protein. Mit der Cystein-Carbazol-Reaktion wurde gleichzeitig 
die Entstehung von Ketopentosen, deren Extinktionsmaximum ly 
540 my liegt, verfolgt (Abb. 3b). Nach einer. Reakticonszeit von 200 Min. 
wandert das Extinktionsmaximum nach 560 my, d. h. es wird Fructose 
gebildet. Dies ist ein Hinweis auf die Anwesenheit von Transaldolase 
im Homogenat. 


an \ : 


500 "560 600 "670 70 450 500 540550 560 600 650 
Wellenlange mL —m— 
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Abb. 3. Die Orcin-Reaktion (a) und Cystein-Carbazol-Reaktion (b) im Homogenat 
7 Tage alter Lymnaea-Embryonen (S = 0,77 mm). 


i 
Ansatz: 75 ul Homogenat (= 0,77 mg Protein), 25 ul 0,2m MgCl,, 1,1 ~Mol Ribose-}) 


5-phosphat in 400 ul 0,05m Triathanolamin-Puffer, py7,0. Zu den an den Kurven 

in Min. angegebenen Zeiten wurden Proben von 25 ul (a) baw. 75 pl (b) entnommen 

und untersucht. Die Messungen wurden gegen eine Kontrolle ausgefiihrt, bei der 

das Homogenat vor der Substratzugabe durch Erhitzen auf 100° (3 Min.) inaktiviert 
worden war. 


9 B. L. Horecker u. P. Z. Smyrniotis, l. c.24, Vol. I, S. 323. 
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4, Transketolase 
Substratreaktion: Xylulose-5-phosphat +- Ribose-5-phosphat = 
Sedoheptulose-7-phosphat -+- Glycerinaldehyd-3-phosphat 

Bereits im vorhergehenden Abschnitt wurde die Entstehung einer 
Heptulose durch die Zunahme der Extinktion bei 580 mu im Orcin-Test 
wahrscheinlich gemacht. Da dort auch festgestellt wurde, daB Ribose-5- 
phosphat vom Homogenat schnell in eine Ketopentose umgewandelt 
wird, wurde Ribose-5-phosphat als Substrat fiir den Nachweis der 
Transketolase verwendet. Vorausgesetzt wird hierbei die Anwesenheit 
von Xylulo-Epimerase, die Xylulose-5-phosphat aus Ribulose-5-phos- 
phat bildet. Der Nachweis der Transketolase-Wirkung beruht auf Oxy- 
dation von DPNH durch Dihydroxyacetonphosphat mittels zugesetzter 
Glycerin-1-phosphat-Dehydrogenase’®. Dihydroxyacetonphosphat ent- 
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Abb. 4 Abb. 5 
Abb. 4. Transketolase im Homogenat 7 Tage alter Lymnaea-Embryonen 
(S = 0,76 mm). 


Ansatz: 2 «Mol Ribose-5-phosphat, 0,08 «Mol DPNH, 10 uMol Glycylglycin, 5 uMol 
Cystein, 5 uMol MgCl,, 5 ug Glycerophosphat-Dehydrogenase/Triosephosphat-Iso- 
merase, in 0,95 ml 0,05m Triithanolamin-Puffer, pq 7,5. Zur Zeit 0 wurden 
50 ul dialysiertes Homogenat (1,0 mg Protein) zugesetzt und die Extinktions- 
abnahme bei 340 my gegen eine Kontrolle ohne Ribose-5-phosphat- und Ferment- 


zusatz gemessen. Der Ansatz 2 enthielt Ribose-5-phosphat, aber keine Glycero- 


phosphat-Dehydrogenase/Triosephosphat-Isomerase. 


Abb. 5. Entstehung von Glucose-6-phosphat nach Inkubation von Ribose-5- 
phosphat mit Homogenat 7 Tage alter Lymnaea-Embryonen (S = 0,73 mm). 
Inkubation: 1,18 mg Protein aus Homogenat, 4 ~Mol Ribose-5-phosphat, 5 «Mol 
Glycylglycin, 3uMol MgCl, in 400ul 0,05m Triithanolamin-Puffer, p_7,5. 
Temp. 26°. Zur Bestimmung von Glucose-6-phosphat wurden 50 ul des Ansatzes 


| 3 Min. auf 100° erhitzt, mit 50 uJ Wasser verdiinnt und der Proteinniederschlag 


abzentrifugiert. 50 ul der iiberstehenden Lésung wurden versetzt mit 0,15 uMol 
TPN®, 5 uMol MgCl,, 500 ul 0,1lm Tridthanolamin-Puffer, py7,5, und Wasser 
ad 975 ul. Nach Zugabe von 2,8 Einh. Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (25 sl) 
wurde die Zunahme der Extinktion bei 340 my gegen eine gleichzeitig entnommene 
und gleich behandelte Probe aus einer Kontroll-Inkubation, die kein Ribose-5- 
phosphat enthielt, gemessen. Ordinate: « Mol Glucose-6-phosphat, berechnet fiir 
den Inkubationsansatz. 


10 KE. Racker, J. biol. Chemistry 167, 843 [1947]. 
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steht aus dem bei der Transketolase-Reaktion gebildeten Gl ycerip. 
aldehyd-3-phosphat durch ebenfalls zugesetzte Triosephosphat-Igo. 
merase. Diese Nachweismethode wurde von Horecker und Sm yrpj. 
otis™ angegeben. Das Ergebnis der Untersuchung zeigt Abb. 4. Auch 
bei Abwesenheit von Glycerin-1-phosphat-Dehydrogenase und _ 'Trioge. 
phosphat-Isomerase wird etwas DPNH oxydiert (Kurve 2); das Homo. 
genat enthalt vermutlich diese beiden Enzyme in geringer Menge. 


5. Transaldolase 


Substratreaktion: Sedoheptulose-7-phosphat + Glycerinaldehyd. 
3-phosphat = Fructose-6-phosphat + Erythrose-4-phosphat 


Beim Nachweis der Pentosephosphat-Isomerase wurde nach einer 
Inkubationszeit von 200 Min. Ketohexose gefunden (Abb. 3b) und als 
Wirkung der Transaldolase gedeutet. Dies soll im folgenden nachgepriift 
werden. Da uns kein Sedohepttlose-7-phosphat zur Verfiigung stand, 
wurde wiederum Ribose-5-phosphat als Substrat mit nichtdialysiertem 
Homogenat inkubiert. Zum Nachweis der Transaldolase wurde die Ent. 
stehung von Glucose-6-phosphat im Ansatz verfolgt??. Die iibrigen fiir die 
Bildung von Glucose-6-phosphat aus Ribose-5-phosphat notwendigen 
Enzyme wurden in den vorhergehenden Abschnitten im Homogenat 
nachgewiesen ; Phosphoglucose-lsomerase wurde friiher gefunden!. Wie 
Abb. 5 zergt, wird im Laufe der Inkubation Glucose-6-phosphat gebildet. 
Bei Abwesenheit von Ribose-5-phosphat entsteht im Homogenat kein 
Hexosephosphat. 


Diskussion 

Die Anwesenheit der Enzyme des Pentosephosphat-Cyclus in den 
7 Tage alten Lymnaea-Embryonen zeigt, da dieser Weg des Glucose- 
Abbaues auch bei den Schnecken méglich ist. Ob und in welchem Aus. 
maB er in vivo beschritten wird, ist unbekannt. Die Bildung von Milch- 
siiure aus Galaktogen unter anaeroben Bedingungen! wiirde an sich nicht 
gegen eine Beteiligung des Pentosephosphat-Cyclus am Abbau dieses 
Polysaccharids sprechen, da nach neueren Untersuchungen’ eine Wasser- 
stoff-Ubertragung von TPNH auf Pyruvat durch die tierische Milch- 
siure-Dehydrogenase méglich ist. Die den Messungen nach sehr geringe 


Aktivitit der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase der Embryonen macht f 
allerdings ein Vorherrschen des Pentosephosphat-Cyclus beim Kohlen- 
hydratabbau wenig wahrscheinlich. Andererseits laBt jedoch die im Ver- f 


gleich zu anderen Enzymen des Kohlenhydratstoffwechsels der Embryo- 
nen! starke Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase daran 
denken, daB das bei der Reaktion entstehende reduzierte TPN® fiir 


11 B. L. Horecker u. P. Z. Smyrniotis, |. ¢.24, Vol. I, S. 371. 
12 B. L. Horecker.u. P. Z. Smyrniotis, 1. ¢.?4, Vol. I, 8. 381. 
13H. Holzer u. 8. Schneider, Biochem. Z. 330, 240 [1958]. 
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TPNH-abhangige Prozesse, wie etwa die Fettsiure-Synthese, eine wich- 
tige Rolle spielen kénnte. Die wihrend der Embryonalentwicklung be- 
obachtete Zunahme der Lipide", die gleichzeitig mit der Abnahme des 
Galaktogens einsetzt!®, wiirde diese Auffassung unterstiitzen. Dariiber 
hinaus mag der Pentosephosphat-Cyclus den Embryonen noch zur 
Lieferung von Ribose fiir die Bildung von Nucleinsiuren dienen. 


Zusammenfassung 
Die 7 Tage alten Embryonen der Schlammschnecke Lymnaea 


stagnalis enthalten alle Enzyme des Pentosephosphat-Cyclus. Die Be- 
deutung dieses Befundes wird diskutiert. 


Summary 
Seven day-old.embryos of Lymnaea stagnalis contain all the en- 
zymes of the pentose phosphate cycle. The significance of this finding 
is discussed. 


Dr. H. J. Horstmann, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Erlangen, WasserturmstraBe 5. 


 W#BG. Burdach, Dissertat. Kénigsberg 1853. — E. Baldwin, J. exp. 
Biology 12, 27 [1935]. 
16 H. J. Horstmann, Biochem. Z. 328, 348 [1956]. 
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Wirkung von Leberzellbestandteilen auf die Glykolyse pi 
des Ehrlichschen Mauseascitestumors 

Von Glyk 

» : : und 

Wilhelm Sachsenmaier obac 

Aus dem Institut fiir experimentelle Krebsforschung der Universitit Heidelberg priif 

(Direktor: Prof. Dr. H. Lettré) Bedi 

(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Februar 1960) 

Ring 


Die Enzyme des Glykolysestoffwechsels sind vorwiegend im un. | hom 
strukturierten Zellplasma lokalisiert!. Die Plasmapartikel iiben jedoch } zy M 
einen regulativen EinfluB auf die Glykolyse des Grundplasmas aus. So } ATP 
kénnen Mitochondrien und Mikrosomen, je nach Wahl der Versuchs. } peid 

_ bedingungen, sowohl stimulierend als auch hemmend wirken. Auch } siere: 
scheinen Unterschiede zwischen den Zellpartikeln verschiedenen Ur. | Syst 
sprungs zu bestehen. |) amid 

Die Glykolyse der Plasmafraktion des Flexner-Jobling-Rattencarcinoms wird |} DPN 
durch die Kern-, Mitochondrien- und Mikrosomenfraktion stark gesteigert, wih- | Hom 
rend die Partikeln selbst nur eine geringe Glykolyse zeigen!. In Gegenwart hoher B 
ATP*-Konzentrationen zeigen jedoch Mitochondrien auch eine starke Eigen. |“ 
glykolyse?. Burk® legt ebenfalls auf die Eigenglykolyse der Mitochondrien das Abba 
Hauptgewicht bei der Deutung der unterschiedlichen Glykolyse normaler und 
maligner Zellen. 

Fir die Stimulierung der Plasmaglykolyse durch Mitochondrien und Mikro. 1 
somen besteht nach den Untersuchungen von Graffi et al.* ein Optium beziiglich fermi 
der zugesetzten Partikelmenge, bei dessen Uberschreitung wieder Hemmung ein- hielter 
tritt. Lediglich Ehrlich-Carcinom-Mitochondrien zeigen keine Hemmung. Diese Be- § | ¢) 1, 
funde werden im Hinblick auf die hohe Glykolyse von Tumorzellen als eine Regula- } () 95, 
tionswirkung der mitochondrialen ATP-ase gedeutet. AuBerdem scheint die Fahig- f -., 4 
keit der Mitochondrien, Brenztraubensiure anaerob zum Verschwinden zu bringen, [ joctar 
fiir eine Hemmung der Glykolyse von Bedeutung zu sein. Rattenlebermitochon- } ¢q 
drien sind hierbei wesentlich wirksamer als Tumormitochondrien. Manes 

Die Ergebnisse von Tiedemann und Born® zeigen ebenfalls, daB die Gly- | ratsfle 
kolyse des Plasmas vor allem durch Tumormitochondrien gesteigert wird. Eine 








tasetiaieme 6 
* Abkiirzungen im Text: ATP = Adenosin-5’-triphosphorséure; DPN® = | Ber. wv 


Diphosphopyridinnucleotid; FDP = Fructose-1.6-diphosphorsiure; BTS = Brenz- 7 
traubensaiure; NSA = Nicotinsiureamid; MAT = Ehrlichscher Mauseascites- 8 
tumor. (1948) 
1G. A. Le Page u. W.C. Schneider, J. biol. Chemistry 176, 1021 [1948]. 9 
2 P. Hochstein, Science [Washington] 125, 496 [1957]. [1945] 
3 D. Burk, Klin. Wschr. 35, 1102 | 1957]. 1 
4 A. Graffi u. E. J. Schneider, Naturwissenschaften 48, 376 [1956]; E. J. U 


Schneider, A. Graffi, H. Bielka u. L. Venker, Naturwissenschaften 44, 446 | 10, 251 
[1957]; A. Graffi, G.Sydow, E.J.Schneider u. A. Dahne, Naturwissen- 13 
schaften 46, 560 [1959]. Berlin 

5 H. Tiedemann u. J. Born, Z. Naturforsch. 13b, 268 [1958]; H. Tiede- 13 
mann u. J. Born, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 27, 656 [1958]. ques a 
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durch gréBere Mitochondrien- und auch Mikrosomenkonzentrationen bewirkte 
Hemmung der Glykolyse deuten die Autoren als eine Wirkung mitochondrialer 
Glucose-6-phosphatase. 

Uber den Einflu8 variabler Mengen Lebermitochondrien auf die Glykolyse 
der Plasmafraktion von Rattenmuskel berichten Sissakian und Pinus®. Geringe 
Mengen steigern die Glykolyse, waihrend gréBere Mengen hemmen. 


Die nachstehend beschriebenen Versuche befassen sich mit der 
Glykolyse in Homogenaten des Ehrlichschen Mauseascitestumors (MAT) 


- und deren Beeinflussung durch Leberzellbestandteile. Eine hierbei be- 


obachtete Hemmreaktion wurde niher untersucht und die Frage ge- 
priift, inwieweit Beziehungen zu den von anderer Seite unter ahnlichen 
Bedingungen gefundenen Hemmeffekten bestehen. 

MAT-Homogenat glykolysiert im Gegensatz zu ganzen Zellen in 


' Ringer-Hydrogencarbonat nicht. Wie in zahlreichen anderen Gewebs- 


homogenaten wird die Glucose nur bei Zusatz bestimmter Cofaktoren’ 
zu Milchsiure abgebaut. Unter anderem ist der Zusatz von DPN® und 
ATP unerlaBlich. Dies ist verstindlich, da die Konzentrationen der 
beiden Stoffe, soweit diese im Zellplasma gelést sind, beim Homogeni- 
sieren stark erniedrigt werden. Im Gegensatz zu anderen glykolytischen 
Systemen?*:® ist beim MAT-Homogenat die Zugabe von Nicotinsaure- 
amid (NSA) nicht unbedingt erforderlich. NSA blockiert das Enzym 


| DPN-ase und spielt so die Rolle eines Protektors fiir DPN°!%1. In 


Homogenaten von Rattenhirn oder Flexner-Jobling-Rattencarcinom 
z.B. kommt die Glykolyse in Abwesenheit von NSA durch den DPN®- 
Abbau rasch zum Erliegen*®?. 


Methodik 


Die Glykolyse wurde nach Warburg” gemessen unter Verwendung kegel- 
formiger StoffwechselgeféBe mit einem bzw. zwei Seitenarmen. Die GefaiBe ent- 
hielten im Hauptraum 0,3 ml Tumorhomogenat, entspr. 22,5 mg Zellsediment, 
1,0 ml einer Lésung der Cofaktoren nach Le Page’ (Glykolysemedium) sowie 
(,25m Saccharoselésung zur Ergianzung des Gesamtvolumens auf 2,2 ml. Im Seiten- 
arm befanden sich 0,25 ml Leberhomogenat bzw. eine Suspension isolierter Zell- 
bestandteile + 0,1 ml 4,5proz. Glucose. Die Fiillung des Gasraumes mit N, + 5%, 
CO, erfolgte durch mehrmaliges Evakuieren und Wiederauffiillen der mit den 
Manometern verbundenen GeféBe aus einer mit dem Gasgemisch gefiillten Vor- 
ratsflasche!, 


6 N. M. Sissakian u. FE. A. Pinus, Biochimia (russ.) 28, 904 [1958]; (Zit.: 
Ber. wiss. Biol. 187, 61 [1959]. 

7G. A. Le Page, J. biol. Chemistry 176, 1009 [1948]. 

8 A. B. Novikoff, V.R. Potter u. G. A. Le Page, Cancer Res. 8, 203 
[1948]. 

® M. F. Utter, H.G. Wood u. J. M. Reiner, J. biol. Chemistry 161, 197 
[1945]. 

10 Pp. J.G. Mann u. J. H.Quastel, Biochem. J. 35, 502 [1941]. 

1 J. H.Quastel u. L. J. Zatman, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
10, 256 [1953]. 

2 Q. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren, Springer-Verlag, 
Berlin 1926. 

18 W.W. Umbreit, R. H. Burris u. J. F. Stauffer, Manometric Techni- 
ques and Tissue Metabolism. Burgess Publishing Co. Minneapolis 1951. 
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Ehrlichscher Mauseascitestumor wurde 5—7 Tage nach der Uberimpfung 
isoliert, die Zellen 5 Min. bei 3000 U./Min. abzentrifugiert, zweimal mit 0,25», 
Saccharose gewaschen und in bidest. Wasser suspendiert (75 mg Zellsediment/m)), 
Zur Gewinnung von MAT-Partikeln wurden die Zellen in 0,25m Saccharose suspen. 
diert. Die Homogenisierung erfolgte in einem Glas-Homogenisator! mit Teflon. 
stempel. 

Leberhomogenat wurde durch Homogenisieren von Mause- bzw. Rattep. 
lebern in 0,25m Saccharoselésung gewonnen. Die Tiere wurden durch Genickschlay 
getétet und die Leber vor der Isolierung in situ von der Vena portae aus mit 0,25» 
Saccharose gespiilt. 

Die strukturierten Plasmabestandteile, Mitochondrien und Mikrosomen, ww. 
den durch fraktioniertes Zentrifugieren der Homogenate auf der Ultrazentrifuge 
Spinco“, Modell L, gewonnen'>. Zunachst wurden die Kerne bei 800 4 abge. 
schleudert (2 x 10 Min.) und durch Resuspendieren in etwa 5 Vol. 0,25m Saccha. 
rose und erneutes Zentrifugieren bei 2000 g (10 Min.) gewaschen. AnschlieBend 
wurden die Mitochondrien und Mikrosomen gemeinsam bei 66000 g sedimentiert 
(60 Min.). Alle Operationen wurden bei 0—5° durchgefiihrt. Die prozentualen 
Anteile der Plasmapartikeln am Gesamthomogenat waren aus friiheren Unter. 
suchungen bekannt!*. Die dort gewonnenen Zahlen wurden bei der Berechnung 
der fiir die Stoffwechselansitze verwendeten Mengen zugrundegelegt. 


Das Glykolysemedium hatte folgende Zusammensetzung: 














{ndkonzentration im 
eden Menge Stoffwechselansatz 
’ uMol/ml (V = 2,2 ml) 

Mol/I 
KoHPO,. . 2... s 2,4 0,0011 
Ctl C OS ares 50,0 0,0228 
oe ae 4,0 0,0018 
ATP-Na**..... 2,0 0,0009 
Lo.) <a rr 0,2 0,00009 
1) ol RARE aig a ar teat at 0,5 0,00023 
> bo: Ga is 0,5 0,00023 
SC Re ean 10,0 0,0045 
Saccharose. . ...| 105,0 0,0045 


* E. Merck, Darmstadt. 
** C.F. Boehringer & Séhne GmbH, Mannheim. 


Die Ca-Ionen der als Calciumsalz vorliegenden Fructose-1.6-diphosphorsaure 
wurden mit Hilfe einer kleinen Dowex-50(H®)-Saule entfernt. Das K-Salz der 
Brenztraubensaiure wurde stets frisch durch Neutralisation einer wasserigen Brenz- 
traubensaiurelésung mit der berechneten Menge K HCO, hergestellt. Das Glykolyse- 
medium ist eingefroren etwa eine Woche haltbar. 


Ergebnisse und Diskussion 


MAT-Homogenat besitzt offenbar nur geringe DPN-ase-Aktivitit 
und glykolysiert daher auch in Abwesenheit von NSA iiber liingere 
Zeit (s. Tabelle). Setzt man zu glykolysierendem MAT-Homogenat, das 
kein oder nur geringe Mengen NSA enthilt, Mause- bzw. Rattenleber- 


1“ V.R. Potter u. A. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 114, 495 [1936]. 
15 W.C. Schneider, J. biol. Chemistry 176, 259 [1948]. 
16H. Lettré u. W.Sachsenmaier, Naturwissenschaften 44, 335 [1957]. 
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homogenat zu, so kommt die Glykolyse alsbald zum Stillstand (Abb. 1). 
Die Zeit bis zum Eintritt der Hemmwirkung ist von der zugesetzten 
Menge abhingig. Wird das Leberhomogenat bereits vor der Stoff- 
wechselmessung mit dem Glykolysemedium in Beriihrung gebracht 
und anschlieBend die Glykolyse durch Zugabe von MAT-Homogenat 


Glykolyse von MAT-Homogenat in Gegenwart von Nicotinsiureamid (NSA). 
Ps. ae ansatz, Konzentrationen der Cofaktoren, auBer NSA, siehe methodischer 











Teil. 
uMol NSA/cm* 0 4 40 
pl CO, in 90 Min. . 303 321 298 


gestartet, so wird der Hemmungseintritt beschleunigt. GréBere Mengen 
Leberhomogenat verhindern unter diesen Bedingungen den Start der 
Glykolyse véllig (Abb. 2, Kurve B). Die Hemmwirkung ist mit den 
strukturierten Bestandteilen des Homogenates verkniipft, da nach 
hochtourigem Zentrifugieren der Uberstand keine Hemmung mehr be- 
wirkt (Abb. 2, Kurve C). 10 Min. Erhitzen auf 100° zerstért den Hemm- 
faktor, was fiir dessen enzymatische Natur spricht (Abb. 2, Kurve D). 
Homogenisieren der Leber in bidest. Wasser, anstelle von 0,25m 
Saccharose, vermindert die Hemmwirkung nur geringfiigig (Abb. 3, 
Kurve C). Sauerstoff hat keinen EinfluB auf den Effekt. Die Glykolyse 
des Tumorhomogenates ist in Stickstoff und Luft gleich stark und 
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Abb. 1. Anaerobe Glykolyse von MAT-Homogenat. Standardansatz. Bei 0 Zusatz 
von Leberhomogenat aus dem Seitenarm, entspr.: 


A: kein Zusatz, B: 3,25 mg Leber, C: 7,5 mg Leber, D: 15,0 mg Leber. 
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Abb. 2. Anaerobe Glykolyse von MAT-Homogenat. Der Hauptraum enthilt das 
Glykolysemedium und 
A: kein Zusatz, B: Leberhomogenat, entspr. 15 mg Leber, C: Leberhomogenat. 
Uberstand (60 Min., 66000 g), D: Leberhomogenat, 10 Min. bei 100° erhitzt. 
Bei 0 Start der Glykolyse durch Zugabe von MAT-Homogenat und Glucose aus 
dem Seitenarm. 
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Abb. 3. Anaerobe und aerobe Glykolyse von MAT-Homogenat. Standardansatz, 
iO aus dem Seitenarm Zusatz von 
e kein Zusatz, B: Leberhomogenat, entsprech. 7,5 mg Leber (@: in Stickstoff 
a CO,, O: in Luft + 5% CO,), C: Leberhomogenat, homogenisiert in bi- 
dest. Wasser, D: <4 ars al in Gegenwart von 40 “Mol NSA/nl. 
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wird durch Leberhomogenat auch in gleicher Weise gehemmt (Abb. 3, 
Kurve B). Zusatz von 40 wMol NSA/ml vor Glykolysebeginn hebt die 
Hemmwirkung auf (Abb. 3, Kurve D). 

Die BeeinfluBbarkeit durch NSA spricht dafiir, daB der ,,Hemm- 


' effekt‘‘ der Leberpartikeln auf einer Zerstérung des DPN® durch DPN- 


ase beruht. Diese Annahme wird gestiitzt durch den Umstand, daB 


' Jusatz von DPN® zu einem durch Leber bereits gehemmten Ansatz die 


Glykolyse wieder in Gang bringt (Abb. 4). ATP steigert die DPN?®- 
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Abb. 4. Anaerobe Glykolyse von MAT-Homogenat. Standardansatz, zweiarmige 
ReaktionsgefaBe. 


A: kein Zusatz, B: bei 0 Zusatz von Leberhomogenat, entspr. 7,5 mg Leber, aus 
dem 1. Seitenarm. Bei 7 aus dem 2. Seitenarm Zusatz von a) 2 u~Mol ATP, 
b) 0,2 nMol DPN®, c) ATP + DPN®. 


Wirkung betrichtlich, obwohl ATP-Zusatz allein nur einen geringen 
reaktivierenden Effekt hat. Dies 148t darauf schlieBen, daB der ATP- 
Spiegel wihrend des Versuches unter den optimalen Wert absinkt. 


Die Hemmreaktion besteht demnach in einer Wechselwirkung der 


|, Leberzellpartikeln mit dem Glykolysemedium, wihrend die glykolytischen 


Enzyme unter den hier gewaihlten Bedingungen nicht direkt beeinfluBt 
werden. Dies wird besonders deutlich durch eine Versuchsanordnung, 


die es erlaubt, den Ablauf der Hemmreaktion von der Stoffwechsel- 
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messung zu trennen: Vorbehandlung des Glykolysemediums durch Ip. 
kubation mit Leberhomogenat in Abwesenheit des Tumorhomogenate § zell 
und anschlieBendes Abzentrifugieren der Partikeln fiihrt zum weit. Bi MA 
gehenden Verlust der glykolytischen Aktivitét (Abb. 5, Kurve A), I) B dri 
einem auf diese Weise inaktivierten System stellt die Zugabe eing § Ma’ 
Mischung aller Mediumfaktoren die Glykolysefihigkeit wieder he — MA 
(Abb. 5, Kurve E). Durch die Entfernung der Leberpartikeln wird ver. 
mieden, dafB wahrend der Stoffwechselmessung die Hemmreaktioy J 
weiterlauft, und nach einiger Zeit die Glykolyse erneut zum Erliege 
kommt. Von den einzelnen Komponenten des Faktorengemisches be. 
wirkt ATP lediglich einen kurzen Glykolyseschub, wihrend DPN? eine | 
kontinuierliche, im Vergleich zur kompletten Mischung jedoch nu!) 
etwa 1/, so starke Glykolyse in Gang bringt. Die Kombination DPX’ 
+ ATP erreicht die Wirkung des kompletten Gemisches zu etwa 80%, 
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Abb. 5. Anaerobe Glykolyse von MAT-Homogenat. Vorbehandlung des Glykolyse} etw 
mediums: Inkubation einer Mischung von 10 ml Glykolysemedium + 5,5 ml Leber} MA 
homogenat, entspr. 100 mg Leber, 90 Min. bei 37°. AnschlieBend 60 Min. Zentr-} ;. 
fugieren bei 66000 g. Stoffwechselansatz: 1,55 ml Uberstand + 0,3 ml MAT-Homo-} | ne 
genat + 0,1 ml Glucose im Hauptraum mischen, nach Temperaturausgleich Zu- Still 
satz der in 0,25 ml Wasser gelisten Mediumkomponenten aus dem Seitenarm]} run; 
Nach 5 Min. Beginn der Manometerablesung. i 
A: kein Zusatz, B: 2 uMol ATP, C: 0,2 uMol DPN®, D: ATP + DPN®, E: Alle) P 
Mediumkomponenten, siehe methodischer Teil. ) dur 
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Die Ergebnisse lassen den Schlu8 zu, daB die DPN-ase der Leber- 
zellpartikeln den DPN®-Spiegel senkt und dadurch die Glykolyse des 
MAT-Homogenates indirekt auf der Stufe der Triosephosphat-Dehy- 
drierung hemmt. MAT-Partikeln sind hierzu nicht oder nur in geringem 
Mabe fihig. Abb. 6 zeigt die Wirkung gleicher Mengen Leber- bzw. 
' MAT-Plasmapartikeln (Mitochondrien + Mikrosomen) auf die Glykolyse 
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Abb. 6. Anaerobe Glykolyse von MAT-Homogenat. Standardansatz. 
Bei 0 aus dem Seitenarm Zusatz von 


A: kein Zusatz, B: etwa 10mg Leber-Mitochondrien + -Mikrosomen, entspr. 
etwa 22 mg Leber, C: etwa 10 mg MAT-Mitochondrien + -Mikrosomen, entspr. 
etwa 41 mg Tumor. 


von MAT-Homogenat. Die zugesetzte Partikelmenge (10 mg) entspricht 
etwa 22 mg Leber bzw. 41 mg Tumor", d.h. etwa der doppelten der im 
MAT-Homogenat allein enthaltenen Menge. Leberpartikeln steigern an- 
fangs die Glykolyse geringfiigig, bringen diese jedoch nach 40 Min. zum 
Stillstand. MAT-Partikeln hingegen bewirken nur eine Glykolysesteige- 
rung. Selbst nach 100 Min. ist noch keine Hemmwirkung zu erkennen. 


Uber eine Glykolysehemmung in Homogenaten bzw. Uberstindea 
durch Zusatz DPN-ase-reicher Gewebshomogenate wird auch von ande- 
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rer Seite berichtet. So beschreiben Racker und Krimsky!?’ ein 
Hemmwirkung von Mausehirn-Homogenat auf die Glykolys: yo 
Rattenhirn-Extrakt. Auch die von Quastel und Zatman"! beschrieber, 
Hemmung der Glykolyse von Hefe durch Gewebshomogenate verschie. 


denen Ursprungs wird durch DPN-ase bewirkt. Méglicherweise is auc, F 


die von den eingangs zitierten Autoren beobachtete Glykolysehenimuy 
durch gréBere Mitochondrienmengen zum Teil mit einer DPN.age. 
Wirkung verkniipft. 

Auf einem anderen Mechanismus beruht der von Aisen berg, 
Reinafarje und Potter'® beschriebene mitochondriale Pastew. 


Effekt. Hiernach hemmen Lebermitochondrien die Glykolyse yon | 


Rattenhirnhomogenat in Gegenwart von Sauerstoff auf der Stufe der 
Hexokinase- und Phosphohexokinase-Reaktion. Die Hemmreaktion der 
partikelgebundenen DPN-ase beeinfluBt hingegen die Triosephosphat. 
Dehydrierung und ist sauerstoffunabhingig. Bei den Versuchen der 
genannten Autoren wird eine eventuelle DPN-ase-Wirkung durch hohe 
NSA-Konzentrationen unterdriickt. 


Die Beobachtungen iiber die indirekte Hemmwirkung der partikel. 
gebundenen DPN-ase auf die Glykolyse von Zellhomogenaten legen den 
Gedanken nahe, daB diesen méglicherweise ein natiirliches Regulations. 
prinzip zugrunde liegt. Die hohe Tumorglykolyse lieBe sich durch die 
mangelnde Fahigkeit der Tumorpartikeln, den DPN®-Spiegel zu senken, 
deuten. MaBgebend fiir diese Situation kénnte nicht nur die im Ver. 
gleich zu normalen Zellen geringere Mitochondrien- und Mikrosomen. 
menge in Tumorzellen sein’®, sondern auch ein qualitativer Unter. 


schied der Partikeln beider Zelltypen. MAT-Partikeln besitzen offenbar 
einen wesentlich geringeren DPN-ase-Gehalt als Leberzellpartikeln | 
Dieser Unterschied kann jedoch nicht verallgemeinert werden® Unter.[ 


suchungen von Waravdekar, Powers und Leiter?!® iiber den 
DPN-ase-Gehalt verschiedener Gewebshomogenate zeigen lediglich bei 


einigen der untersuchten Tumoren wesentlich geringere Aktivitéten ak} 


in normalen Geweben. Es mu jedoch beriicksichtigt werden, dab die 
in Gewebshomogenaten gefundenen Aktivitéiten nicht ohne weitere 
auf die Verhiltnisse in der lebenden Zelle iibertragen werden kénnen. 
Wabrscheinlich wird ein groBer Teil der DPN-ase erst beim Homogeni- 
sieren aktiviert. 

Ein erhéhter DPN®-Spiegel im Tumorzellplasma als mégliche Ur- 
sache der hohen Tumorglykolyse wird auch von Wenner und Wein- 
house?" diskutiert. Die Autoren schlieBen aus ihren Untersuchungen 


17 EK. Racker u. I. Krimsky, J. biol. Chemistry 161, 453 [1945]. 

18 A.C. Aisenberg, B. Reinafarje u. V. R. Potter, J. biol. Chemistry 
224, 1099 [1957]; A.C. Aisenberg u. V. R. Potter, ebenda 224, 1115 [1957]; 
A. C. Aisenberg, ebenda 284, 441 [1959]. 

19 V.S. Waravdekar, O. H. Powers u. J. Leiter, J. nat. Cancer Inst. Ii, 
145 [1956]. 

20 C. E. Wenner u. S. Weinhouse, Cancer Res. 18, 21 [1953]. 
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ein & iiber die Stimulierung der Oxydationswirkung von Tumormitochondrien 
s° yon durch DPN®, daB Tumormitochondrien DPN® weniger stark zu binden 
rieben | yermégen als Mitochondrien normaler Zellen. Dadurch resultiert ein 
rschie. & erhohter DPN®-Spiegel im Tumorplasma, der eine stirkere Glykolyse 
st auch & zur Folge hat. 

Mung In diesem Zusammenhang sei auch auf die Rolle des DPN® bei der 
’N-ase.£ Beeinflussung der Tumorglykolyse durch Roéntgenstrahlen und einige 
alkylierende Verbindungen hingewiesen?!”?. 


































i berg, Herrn Prof. Dr. H. Lettré danke ich fiir die Anregung und Férderung der 
asteur. | [ntersuchungen. Ferner danke ich der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
° von) fur die finanzielle Unterstiitzung der Arbeit, sowie Frl. cand. med. G. Jakob und 


ife der | Fri. M. Kienle fiir experimentelle Mithilfe. 

ion der 

ys phat. Zusammenfassung 

en der Die Glykolyse von Homogenaten des Ehrlichschen Miiuse-Ascites- 


h hohe © Tumors wird durch Zusatz von Miause- bzw. Rattenleberhomogenat 
gehemmt. Die Hemmwirkung ist auf die strukturierten Bestandteile 
rtikel. } des Leberhomogenates beschrinkt. Es konnte gezeigt werden, daB die 
en den © Glykolyse-Hemmung in Gegenwart von Leberzellpartikeln durch Ver- 
ition. | armung des Mediums an DPN® verursacht wird. Hierfiir ist die in den 
ch die ) Leberzellpartikeln enthaltene DPN-ase verantwortlich. Die Ergebnisse 
enken, ) werden im Hinblick auf die hohe Tumorglykolyse diskutiert. 

n Ver. § 





omen. Summary 

Unter. | — , . 

ae Glycolysis in homogenates of Ehrlich mouse ascites tumor cells 
CC) Pen hee " Prayer omnlliipenes 
‘ikeln, |, 8 inhibited by homogenates of mouse or rat liver. The inhibition is 


brought about by organised components of the liver homogenate. It 
could be shown, that the inhibition of glycolysis in the presence of 
ch bei, liver cell particles is caused by a decrease of DPN® in the medium, 
en ak{_ due to the DPN-ase of the liver cell particles. The results are discussed 
8 dit, With regard to the high level of tumor glycolysis. 
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Dr. W. Sachsenmaier, Institut fiir experimentelle Krebsforschung der Univer- 
sitat, Heidelberg, Vofstr. 3. 
“lH. Maas u. G.H. Rathgen, Strahlentherapie 1038, 668 [1957]; G. H. 
e Ur}) Rathgen, G. Uhlmann u. W.Gerke, Naturwissenschaften 45, 423 [1958]; 
Vein.|, H. Maas u. G. Bettendorf, Angew. Chem. 71, 745 [1959]. 
2 H. Holzer, P.Glogner u. G.Sedlmayr, Biochem. Z. 330, 59 [1958]; 
angel H. Holzer u. H. Kréger, ebenda 880, 579 [1958]. 
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Biogenese von 6-Hydroxy-éstriol und 2-Methoxy-éstriol 
in Leberschnitten der Ratte 
Von 


H. Breuer, 8. Knuppen und H. Sehriefers 


Aus der Chemischen Abteilung der Chirurgischen Universitaétsklinik und Poliklinik Bonn (irektor: 
Prof. Dr. A. Giitgemann) und dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Bony 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. W. Dirscherl) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Februar 1960) 


Untersuchungen der letzten Jahre haben es wahrscheinlich gemacht, 
da8 Ostriol nicht — wie friiher angenommen — als ausschlieBliches 
Endprodukt des Zwischenstoffwechsels der Ostrogene aufzufassen ist: 
denn der Organismus verfiigt offensichtlich nicht nur iiber eine dstrogen. 
spezifische 16«-Hydroxylase (Ratte??, Mensch**), sondern auch iiber 
eine 6-Hydroxylase (Maus*, Ratte?, Mensch®), eine 166-Hydroxylase 
(Mensch”®), eine 18-Hydroxylase (Mensch *®, Rind®) sowie ein Enzyn. 
system, das eine Methoxygruppe in Position 2 (Mensch?!) einfiihren 
kann. 

Demnach ist anzunehmen, dali im Verlauf des Zwischenstoff. 
wechsels der Ostrogene Verbindungen mit mehr als drei freien Hydroxyl. 
gruppen gebildet werden. Hinweise fiir die Existenz solcher Hydroxy. 
lierungsprodukte hatten sich bereits friiher nach Papierchromatographie 
von Inkubationsextrakten ergeben. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit 
war die Untersuchung der ,,polaren‘‘ Fraktion, deren Auftreten nach 
Inkubation von Ostradiol-(17f), Ostriol und 6-Hydroxy-éstradiol mit 
Leberschnitten beobachtet wurde. Aus dieser Fraktion konnte 6-Hy- 


1 M. Hagopian u. L. K. Levy, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 30, 
641 [1958}. 

2 H. Breuer, L. Nocke u. R. Knuppen, diese Z. 315, 72 [1959]. 

3G. F. Marrian, K. H. Loke, E. J.D. Watson u. M. Panattoni, Bio- 
chem. J. 66, 60 [1957]. 

4L. L. Engel, B. Baggett u. M. Halla, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 30, 435 [1958]. 

5 G.C. Mueller u. G. Rumney, J. Amer. chem. Soc. 79, 1004 [1957]. 

6 G. F. Marrian, Verdéff. d. IV. Internat. KongreB f. Biochemie, Wien 1958, 
Band IV, Seite 218. 

? D.S. Layne u. G. F. Marrian, Biochem. J. 70, 244 [1958]. 

8 B. T. Brown, J. Fishman u. T. F. Gallagher, Nature [London] 182, 50 
[1958]. 

® K. H. Loke, G. F. Marrian u. E. J. D. Watson, Biochem. J. 71, 43 [1959]. 

10 §. Kraychy u. T. F. Gallagher, J. biol. Chemistry 229, 519 [1957]. 

1 K. H. Loke u. G. F. Marrian, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
27, 213 [1958]. 

2 J. Fishman u. T. F. Gallagher, Arch. Biochemistry 77, 511 [1958]. 
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droxy-éstriol isoliert werden. AuBerdem interessierte uns die Frage, ob 
auch die Rattenleber, die iiber eine O-Methyl-Transferase verfiigt?*, 
Methoxy-Derivate der Ostrogene bilden kann. Wie im folgenden gezeigt 
: wird, ist die Rattenleber tatsichlich in der Lage, Ostriol in 2-Methoxy- 
viol gstriol umzuwandeln. 


































Ergebnisse 


ail Biogenese von 6-Hydroxy-éstriol 
J Or: 


= Nach Inkubation von Ostriol mit Leberschnitten der Ratte ent- 
' stand ein Metabolit (1), der bei der Papierchromatographie im System 
Formamid/Monochlorbenzol bzw. Chloroform auch nach 24 Stdn. noch 
am Startfleck lag. Wurde I im System Athylacetat/Benzol/Methanol/ 
nacht, | Wasser 40:60:55:45 chromatographiert, so betrug die Wanderungs- 
‘liches | geschwindigkeit 8 cm/24 Stdn. und war mit derjenigen von authen- 
"nist; |} tischem 6-Hydroxy-déstriol identisch. Mit der Kober-Reaktion ergab I 
rogen- | eine rote Farbe, deren Maximum bei 514 mu lag. Das UV-Spektrum 
1 tiber | yon I in absol. Athanol zeigte ein Maximum bei 281 my. Bei der Schwe- 
xylase |) felsiure-Wasser-Reaktion war die Absorptions-Kurve von I mit der von 
nzym- |) ¢-Hydroxy-éstriol identisch (Amax 460 mu; Amin 386—390 mu). Die 
tihren |) Sublimation von I aus den Eluatriickstiinden unbehandelter Papier- 
' chromatogramme lieferte nur dann Kristalle, wenn der Rezipient auf 
stoff- | etwa 150° vorgewirmt war. Der Schmelzpunkt der sublimierten Kri- 
roxyl- |) stalle stimmte jedoch mit dem von authentischem 6-Hydroxy-éstriol (222 
Lroxy- | bis 226°) nicht iiberein. Die papierchromatographische Untersuchung 
‘aphie ergab schlieBlich, daB es sich bei den sublimierten Kristallen nicht mehr 
\rbeit F um 6-Hydroxy-éstriol, sondern um 6.7-Dehydro-éstriol handelte (Wan- 
nach F derungsgeschwindigkeit im System Formamid/Chloroform 0,4 cm/Stde.) ; 
! mit | wie andere 6-hydroxylierte Ostrogene spaltet auch 6-Hydroxy-éstriol bei 
b-Hy- F der Sublimation (150—180°) Wasser ab. 

m] 30, Bei der Verteilungschromatographie an Celite-Siulen hatte I die 
gleiche Wanderungsgeschwindigkeit wie 6-Hydroxy-éstriol (Tab. 1). Das 
IR-Spektrum der somit von Verunreinigungen befreiten Substanz war 
mit dem von 6-Hydroxy-éstriol identisch. 


mster f = Die nach Inkubation von 6-Hydroxy-éstradiol-(17f) und von 
Ostradiol-(178) beobachteten polaren Substanzen wurden in der gleichen 
1958, | Weise wie oben beschrieben untersucht. In beiden Fallen konnte 6- 
Hydroxy-éstriol als Metabolit identifiziert werden. Da nach Inkubation 
von Ostradiol-(178) nur sehr geringe Mengen von 6-Hydroxy-éstriol 
entstanden, muBte eine gréBere Anzahl von Ansitzen vereinigt werden, 
1959). | bevor eine Identifizierung méglich war. 











dam] | 8 J. Axelrod u. R. Tomchick, J. biol. Chemistry 288, 702 [1958]. 
M4 Vol. L. Kofler u. A. Kofler, Thermomikromethoden zur Kennzeichnung 
organischer Stoffe und Stoffgemische, Wagner, Innsbruck, 1954, S. 18—23. 
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Tab. 1. Verteilungschromatographie phenolischer Steroide an Celite 


6 g Celite 535, impragniert mit 3 ml schwerer Phase; Saulendurchmesser: | mm; 
Fraktionierung: 1,8 ml je Fraktion. 

















System 
Substanz “ Nr. der 
Nr. Zusammensetzung Fraktionen 
2-Methoxy- 1 Methanol-Wasser-Benzol 6— 7 
éstriol 25 25 50 
Ostriol 2 Methanol-Wasser-Athylacetat-Benzol 6—10 
25 25 5 45 
6-Hydroxy- 3 Methanol-Wasser-Athylacetat-Benzol 34—40 
éstriol 25 25 17,5 32,5 
II 1 7 
I 3 38—40 





Die Ergebnisse der quantitativen Untersuchungen zeigt Tab. 2. 


Tab. 2. Biognese von 6-Hydroxy-éstriol und 2-Methoxy-éstriol nach Inkubation 
verschiedener phenolischer Steroide mit Leberschnitten mannlicher Wistar-Ratten. 
Jeweils 200 ug Steroid wurden mit 400 mg Leberschnitten in 5 ml glucosehaltiger 
(20 mMol/l) Krebs-Phosphatlésung 60 Min. bei 37° inkubiert. Die quantitative 
Bestimmung von 6-Hydroxy-éstriol und 2-Methoxy-éstriol erfolgte mit der Kober. 


Reaktion unter Verwendung von Ostriol-Reagenz. Die Zahl der Versuche ist in | 


Klammern angegeben. 











Wahrend der Inkubation gebildete Menge 
Inkubiertes Steroid in ug 
6-Hydroxy-éstriol 2-Methoxy-éstriol 
Ostradiol-(17B) ....... 0,75 (4) — 
6-Hydroxy-déstradiol-(178) . . 4,5 (6) — 
COATS Ee eee eee 5,1 (4) 4,5 (4) 
2-Methoxy-déstradiol-(178) . . — 11,2 (2) 


Biogenese von 2-Methoxy-éstriol 


Nach Inkubation von Ostriol wurde hiufig ein phenolischer Meta- 
bolit (II) beobachtet, der sich bei der Papierchromatographie im System 
Formamid/Chloroform weniger ,,polar‘‘ (Wanderungsgeschwindigkeit 
1,5 em/Stde.) als Ostriol (0,35 cm/Stde.) verhielt und im UV ein Maxi- 
mum bei 278 my aufwies. Durch Vergleich der Rr-Werte bzw. der Wan- 
derungsgeschwindigkeiten konnte ausgeschlossen werden, daB II mit 
einem Oxydationsprodukt von Ostriol [16«-Hydroxy-éstron bzw. 1é- 
Keto-éstradiol-(17f)] identisch war. Demnach muBte II eine funktionelle 
Gruppe enthalten, die die Polaritat des Ostrogen-Molekiils verringerte. 
Eine solche Eigenschaft besitzt die 2-Methoxy-Gruppe; 2-Methoxy- 
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gstron und 2-Methoxy-éstriol, die beide beim Menschen als Metaboliten 
von Ostradiol-(178) nachgewiesen worden sind1°-!2, verhalten sich 
weniger ,,polar“ als Ostron bzw. Ostriol. Die papierchromatographische 
Untersuchung ergab fiir II die gleiche Wanderungsgeschwindigkeit wie 
fir authentisches 2-Methoxy-édstriol. II gab die Kober-Reaktion 
— ebenso wie 2-Methoxy-éstriol — mit rot-violetter Farbe, deren 
Maximum bei 544—550 my lag (Ostriol Amax 513 mu). Die Spektren 
yon II und von 2-Methoxy-éstriol bei der Schwefelsiiure-Wasser-Reak- 
tion stimmten in der Lage der Maxima (280—282 mu, 400—405 mu, 
494—502 mu) und der Minima (260 mu, 350 mu, 420—430 my) iiberein. 
Nach Sublimation bei kurzem Abstand (2—4 mm) wurden Kristalle er- 
halten, die den gleichen Schmelzpunkt (215—218°) wie 2-Methoxy- 
éstriol besaBen. 

An der Celite-Siiule verhielt sich II wie authentisches 2-Methoxy- 
éstriol (Tab. 1) und war nach der auf diese Weise durchgefiihrten Rei- 
nigung mit 2-Methoxy-éstriol auch im IR-Spektrum identisch. 

Nach Inkubation von 2-Methoxy-éstradiol-(17f) entstand ein Meta- 
bolit, der sich papierchromatographisch wie II verhielt und auf Grund 
der oben beschriebenen Reaktionen ebenfalls als 2-Methoxy-éstriol iden- 
tifiziert werden konnte. 

Die Ergebnisse der quantitativen Untersuchungen zeigt Tab. 2. 


Diskussion 


Unsere Untersuchungen haben gezeigt, da Ostriol bei Erhaltung 
des Steroidskeletts in der Rattenleber noch weiteren Umwandlungen 
unterliegt. Diese Umwandlungsprozesse fiihren einerseits zu Verbin- 
dungen mit héherer Polaritat (6-Hydroxy-éstriol), andererseits zu Ver- 
bindungen mit geringerer Polaritiat (2-Methoxy-éstriol) als Ostriol. Beide 
Reaktionsprodukte kann man als Reprisentanten zweier Méglichkeiten 
der Ostrogeninaktivierung auffassen. So erhdhen die Hydroxylgruppen 
— wie im Falle von 6-Hydroxy-éstriol — nicht nur die Wasserléslich- 
keit, sondern bieten auch Ansatzpunkte fiir den Abbau des Steroid- 
geriistes. Bei der Bildung der 2-Methoxy-Verbindungen hingegen steht 
die damit verbundene erhebliche Abnahme der biologischen Wirksam- 
keit im Vordergrund (vgl. 1.c.1°). 

Der enzymatische Mechanismus der Hydroxylierungs-Reaktionen 
ist durch die Untersuchungen von Dorfman? weitgehend aufgeklirt. 
Beziiglich der Bildung von Methoxy-Derivaten ist anzunehmen, dab die 
entsprechende Hydroxy-Verbindung als Zwischenstufe fungiert, auf die 
eine Methylgruppe durch eine O-Methyl-Transferase iibertragen wird. 
Ein solcher Reaktionsverlauf ist von Axelrod und Tomchick* fiir 
die Methylierung von Katecholaminen nachgewiesen worden*. 


15 Vgl. R. I. Dorfman, Annu. Rev. Biochem. 26, 523 [1957]. 
* Vgl. Zusatz bei der Korrektur, S. 141. 
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Wie aus friiheren Untersuchungen? iiber die 6- und 16-Hydroxy- | 
lierung von Ostradiol-(17f) hervorgeht, hat die 16«-Hydroxylase in der 
Rattenleber eine etwas gréBere Aktivitit als die 6-Hydroxylase. Im 


teiligtes Enzym: 6-Hydroxylase) und aus 6-Hydroxy-éstradiol-(17{) 
(beteiligtes Enzym: 16x-Hydroxylase) etwa gleich groB. Dieses Ergeb- 
nis deutet auf eine gewisse, wenn auch nur mifig ausgeprigte Substrat- 
spezifitat der beteiligten Hydroxylasen. Ostradiol-(178) wurde nur in 
sehr geringem Umfange zu 6-Hydroxy-éstriol umgewandelt, da die ent- 
sprechenden Zwischenprodukte 6-Hydroxy-éstradiol-(178) und Ostriol 
nur in etwa 10proz. Ausbeute entstehen. 

Die vorliegende Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt. Wir danken Herrn Dr. J. Fishman, 
Sloan-Kettering Institute for Cancer Research, New York, sehr fiir die groBziigige 
Uberlassung von 2-Methoxy-éstriol und der Schering AG, Berlin-West, fiir die 
Uberlassung von Ostradiol-(178) und Ostriol zur Darstellung der 6-substituierten 
Ostrogene. 


-Beschreibung der Versuche 


Phenolische Steroide: Alle Steroide wurden durch Bestimmung der 
Schmelzpunkte sowie papierchromatographisch auf Reinheit gepriift. Ostradiol- 
(178) und Ostriol waren Handelspraparate. 6-Hydroxy-éstradiol-(17) [A}-°-5- 
Ostratrientriol-(3.6£.178)] wurde nach Wintersteiner und Moore?®, 2-Methoxy- 


16 O. Wintersteiner u. M. Moore, J. biol. Chemistry 188, 219 [1940]. 


























Gegensatz dazu war die Bildung von 6-Hydroxy-éstriol aus Ostriol (be- | 














liol-(17j 


OH 
\ OH 


\," 


\« 





triol 


roxy- |) 


n der 
>». Im 
1 (be- 


(178) | 


rgeb- 
strat. 
ur in 
- ent- 
striol 


chen 
man, 
niigige 
ir die 
ierten 


x der 
adiol- 
3,5(10), 


hoxy- 


)}. 














141 


éstradiol-(17) [2-Methoxy-A!-*- (0) _éstratriendiol-(3.178)]nach Fishman! dar- 
gestellt. 2-Methoxy-éstriol [2-Methoxy-A!: 3.5(10) sstratrientriol-(3.16«. 17f)] stellte 
Herr Dr. J. Fishman freundlicherweise zur Verfiigung. Die Darstellung von 6- 
Hydroxy-éstriol ja**4 (10) Ostratrientetrol-(3.6£.160.17 B)] gelang durch Oxyda- 
tion von Ostriol mit Chromsaure und anschlieBender Reduktion mit NaBH,. In- 
zwischen haben Marrian und Sneddon! die Synthese von 6-Keto-éstriol und 
6-Hydroxy-striol beschrieben. Da unsere Methode mit derjenigen von Marrian 
und Sneddon ibereinstimmt, verzichten wir auf die Wiedergabe von Einzel- 
heiten. Der Hydroxylgruppe am C-Atom 6, die durch Reduktion der Ketogruppe 
mit NaBH, entsteht, ist von Wintersteiner und Moore’ auf Grund thermo- 
dynamischer Uberlegungen vorlaufig eine «-Konfiguration zugesprochen worden. 
Ein endgiiltiger Beweis fiir die Konfiguration konnte noch nicht erbracht werden 
(vgl. 1. c. 38). 

Gewebe: 100g schwere mannliche Wistar-Ratten wurden durch Dekapita- 
tion getétet; nach dem Ausbluten wurde die Leber entnommen und in Krebs- 
Phosphatlésung?® von 4° gelegt. Leberschnitte wurden mit einer Rasierklinge 
nach Deutsch?° hergestellt. 

Inkubationsbedingungen: 400mg Leberschnitte wurden mit 200 ug 
Steroid in 5 ml glucosehaltiger (0,02m) Krebs-Phosphatlésung 60 Min. bei 37° in 
Luft inkubiert. 

Uber die Reinigung der Reagenzien, die Aufarbeitung der Versuchs- 
ansitze, die papierchromatographischen Systeme und die Elutions- 
technik ist an anderer Stelle berichtet worden?!,22, 
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Identifizierung: Die phenolischen Steroide wurden auf den Papierchro- 
matogrammen mit Folin und Ciocalteu-Reagenz™ sichtbar gemacht. Die Absorp- 
tionsspektren im UV-Bereich nach der Schwefelsiure-Wasser-Reaktion4 und nach 
der Kober-Reaktion?5 (unter Verwendung von Ostriol-Reagenz) wurden in 10-mm- 
Kiivetten mit einem Beckman-Spektralphotometer Modell DU aufgenommen. 


Die IR-Spektroskopie im Bereich 2—16 « wurde mit der KBr-Mikrotechnik 
(KBr-Pressling 1 x6 mm; Substanzmenge 30—50 ug) am Beckman-Infrarot-Spek- 
trophotometer IR 5 durchgefihrt. 


Isolierung: Die Sublimation wurde unter normalem Druck bei verschie- 
denen Abstaénden zwischen Sublimationsgefa8 und Rezipient vorgenommen 
(vgl. 1. c."4), Die Schmelzpunkte wurden auf einem Mikroskop-Heiztisch ermittelt. 


Zusatz b. d. Korr.: Die Bildung von 2-Methoxy-éstriol aus Ostriol durch 
Rattenleberpraparationen ist kiirzlich auch von R. J. B. King (Biochem. J. 74, 
22P [1960]) beobachtet worden. Als Zwischenprodukt konnte King 2-Hydroxy- 
éstriol nachweisen. Bei Verwendung von Rattenleberhomogenaten gelang die 
Methylierung von 2-Hydroxy-éstriol zu 2-Methoxy-éstriol nur in Gegenwart von 
ATP und Methionin. 


17 J. Fishman, J. Amer. chem. Soc. 80, 1213 [1958]. 

18 G. F. Marrian u. A. Sneddon, Biochem. J. 74, 430 [19601. 

19 H. A. Krebs u. K. Henseleit, diese Z. 210, 33 [1932]. 

20 W. Deutsch, J. Physiology 87, 56P [1936]. 

21 H. Breuer, R. Knuppen u. G. Pangels, diese Z. 317, 248 [1959]. 

* H. Breuer u. L. Nocke, Acta endocrinol. 29, 489 [1958]. 

3 Q. Folin u. V. Ciocalteu, J. biol. Chemistry 78, 627 [1927]; F. L. Mit- 
chell u. R. E. Davies, Biochem. J. 56, 690 [1954]. 

"4 W. Dirscherl u. F. Zilliken, Naturwissenschaften 31, 349 [1943]; W. 
Dirscherl u. H. Breuer, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. [Wien] 6, 
287 [1954]. 

*5 J. B. Brown, J. Endocrinology 8, 196 [1952]; W. S. Bauld, Biochem. J. 
56, 426 [1954]. 
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Zusammenfassung 


Nach Inkubation von Ostriol mit Rattenleberschnitten konnten 6. 
Hydroxy-éstriol und 2-Methoxy-éstriol als Stoffwechselprodukte isolier; 
werden. Aus Ostradiol-(17) und 6-Hydroxy-éstradiol-(17f) entstand eben. 
falls 6-Hydroxy-éstriol; 2-Methoxy-éstriol wurde auch aus 2-Methoxy. 
éstradiol-(17f) gebildet. P 


Summary 


6-Hydroxy-oestriol and 2-methoxy-oestriol have been isolated after 
incubation of oestriol with rat liver slices. Formation of 6-hydroxy. 
oestriol was also observed following incubation of oestradiol-(17f) and 
6-hydroxy-oestradiol-(178); 2-methoxy-oestriol was also obtained from 
2-methoxy-oestradiol-(17/). 


Priv.-Doz. Dr. H. Brewer, Chirurgische Universitatsklinik und Poliklinik, 
Bonn, Venusberg. 5; 
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Uber Peptide, XVI 


Glycyl-L-valyl-glycyl-L-alanyl-glycyl-L-tyrosin ! 
Von 
Helmut Zahn und Norman H. La France? 


Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg und dem Deutschen Wollforschungsinstitut 
an der Rheinisch-Westfalischen Technischen Hochschule Aachen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Februar 1960) 


Das in der neutralen Fraktion des amorphen Bereichs von Seiden- 
fibroin vermutete. Hexapeptid Glycyl-L-valyl-glycyl-L-alanyl-glycyl-L- 
tyrosin wurde aus Carbobenzoxy-glycyl-L-valyl-glycin und L-Alanyl- 
glycyl-L-tyrosin synthetisiert. 

E. Fischer*® und besonders E. Abderhalden‘ isolierten mit 
groBer Miihe aus sauren Partialhydrolysaten von Seidenfibroin folgende 
Peptide: Gly-Ala, Ala-Gly, Gly-Tyr, Ala-Gly-Tyr und Gly-Ala-Gly-Tyr. 
Das Tetrapeptid konnten sie allerdings nicht eindeutig definieren. 
Zuber® wies in Fibroinhydrolysaten Val-Gly und Gly-Val-Gly nach; 
auch fand er die von Fischer und Abderhalden genannten Di- und 
Tripeptide. 

Unter den durch Chymotrypsineinwirkung erhaltenen Hydrolyse- 
produkten des Fibroins fand Zuber chromatographisch ein Oligopeptid, 
dessen N-terminale Aminosiure Glycin und C-terminale Aminosiure 
Tyrosin war. Da das Peptid ebenfalls Alanin und Valin enthielt, stellte 
er in Verbindung der obigen Hydrolysenbefunde mit der Paulingschen 
Hypothese®, die eine Gly-X-Gly-X-Gly-X-Aminosiuresequenz fordert, 
fiir dieses Peptid die Formel Gly-Val-Gly-Ala-Gly-Tyr auf. Wegen der 
geringen Menge an isolierter Substanz konnte die Aminosiurefolge nicht 
aufgeklirt werden. 

Hieraus ergab sich als Zielsetzung der vorliegenden Arbeit, das 
Hexapeptid mit der vermuteten Sequenz zu synthetisieren, um es als 
Modellsubstanz mit dem isolierten Peptid vergleichen zu kénnen. 


rise 1 XV. Mitteil.: H. Zahn u. N. H. La France, Liebigs Ann. Chem. 330, 37 
1960]. 
? Teil der Diplomarb. N. H. La France, Univ. Heidelberg 1957. 

3 E. Fischer u. E. Abderhalden, Ber. dtsch. chem. Ges. 40, 3544 [1907]. 
4 a) E. Abderhalden, diese Z. 62, 315 [1909]; b) 68, 401 [1909]; c) 72, 1 
| [1911]; d) E. Abderhalden u. E. Schwab, ebenda 139, 170 [1924]; e) E. Abder- 
/halden, R. Abderhalden, H. Weidle, E. Baertich u. W. Morneweg, Z. 
| Fermentforsch. 16, 98 [1938]. 

| ° H. Zuber, Unveréffentl. Arbeiten, Heidelberg 1956. 

* R. E. Marsh, R.B.Corey u. L. Pauling, Biochim. biophysica Acta 





[Amsterdam] 16, 1 [1955]. 
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Synthese des Hexapeptids 


Der Syntheseweg ist im Schwyzer-Schems’ wiedergegeben. 





















































Gly Val Gly Ala Gly Tyr 
Z a, AN, AT) OC,H, Zi__ IN; H{__|OC,H, 
Ay Ee Cas Z| _L_[OC,H, 
ZI i ae i SE Z| [_|NH-NH, 
_ 5 RS Rae OC,H,; Z| N,; H 10k 
Z| OC,H, Z{ ria 0h 
Z OH Hi pear para _| 0H 
Z _O# 
H| OH 
Z = Carbobenzoxyrest; Bz = Benzyl. 
Tab. 1. Eigenschaften der Peptide. 
Gly-t-Val- | t-Ala-Gly- | GY ey 
Gly LTyr | Gly-.-Tyr 
I II Il 
Salamis ee eR. di fin 222226 | 202—204°a)| 206—208° 
(Zers.) u. 220—230° (Zers.) 
; (Zers.) 
Kristallfform. . ......... Nadeln Nadeln amorph 
Mole Kristallwasser ....... — y, \%, 
Starkste Réntgenreflexe in A 5,64; 4,39 | 5,27;4,70 | 5,64; 4,57— 
3,70—3,86 | 3,86; 3,56 | 4,67; 3,48 
Loslichkeit in Wasser ...... sehr gut sehr gut sehr gut 
in Methanol ..... unloslich unléslich unléslich 
[a]25* in Wasser (c= 2)... .. . —43,5° +53,0%) | —18,25° 
Ry-WerteinSBA& ....... 0,28 0,36 0,32 
Ry-Werte in 80proz. Phenol 0,66 0,73 0,94 
px-Werte 2 \S-OH..... = 9,78 9,80 
5 —NH3 8,02 7,92 7,75 ff 
6 —COOH 3,45 3,15 3,32 ff 
Ape (NH,;---COOH) ..... 4,57 4,77 4,43 ff 








a) Lit.: 140° (Zers.)9; 145° (Zers.) 4°; —b) Lit.: + 41,999, + 45,104¢, 
Die zur Synthese benétigten Ausgangsprodukte, das noch nicht be} 

schriebene Carbobenzoxy-glycyl-L-valyl-glycin und das von Fischer} 

auf anderem Wege dargestellte L-Alanyl-glycyl-L-tyrosin, wurden mittels 
7 R.Schwyzer u. P. Sieber, Helv. chim. Acta 40, 624 [1957]. 


® SBA: sek.-Butanol/Ameisensiure/Wasser 75:15:10; R. Acher, J. Chauvet 
C. Crocker, U.-R. Laurila, J. Thaureaux u. C. Fromageot, Bull. Soc. Chim 


oY Triecrhkit#ecialetse 


und 





biol. 36, 167 [1954]. | 
® EK. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 40, 3704 [1907]. | 











ly-u-Val. 
ly-L-Ala. 
ly-L-Tyr 

III 





6 —208° 

(Zers.) 

ymorph 
1/, 

4; 4,57— 

7; 3,48 


shr gut 
ildslich 


-18,25° 








0,32 
0,94 

9,80 
7,75 §f 
3,32 ff 
4,43 ff 


icht be: 
is cher}, 
mitte 


hauvet 
cc. Chim. 











Bd. 319 (1960) Uber Peptide, XVI 145 


der Curtiusschen Azidmethode!® gewonnen. Das Triithylammonium- 
salz des Z-Tripeptids wurde nach Boissonnas! in Tetrahydrofuran 
mit Chlorameisensiure-athylester in das gemischte Anhydrid iibergefiihrt 
und dieses mit dem Natriumsalz des Tripeptids zum Carbobenzoxy- 
Hexapeptid verkniipft. Die katalytische Hydrierung zum freien Peptid 
gelang in 50proz. Alkohol mit guter Ausbeute. Das Hexapeptid gewannen 
wir in Gestalt eines amorphen, 4% Mol Wasser enthaltenden Pulvers. 


Eigenschaften 


In Tab. 1 sind einige Eigenschaften des Hexapeptids und zweier 
Tripeptide aus dessen Sequenz vergleichend gegeniibergestellt. 

Die Debye-Scherrer Aufnahme des Hexapeptids zeigt im Gegensatz 
zu den linienreichen Debyeogrammen der Tripeptide nur einige ziemlich 
unscharfe Reflexe. Der stiirkste Reflex liegt in dem einen von der Schich- 
tenstruktur des Fibroins geforderten Bereich von 4,6 + 0,2A. 

Die Ergebnisse der Infrarotspektroskopie zeigen die Abbildung 
und Tab. 2. 

A(u)—> 
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IR-Spektren von Glycyl-t-valyl-glycin (I), t-Alanyl-glycyl--tyrosin - 14, H,0 (II) 
und Glycyl-L-valyl-glycyl-t-alanyl-glycyl-L-tyrosin - 14 H,O (III) in KBr. 


Th. Curtius, J. prakt. Chem. 70, 57, 194 [1904]. 
“ R. A. Boissonnas, Helv. chim. Acta 34, 874 [1951]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 319 
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Tab. 2. Frequenzzuordnung (Wellenzahlen in cm~?). 




















Zuordnung ‘i II III 

3370 
Wee Wee SS ee 8 8 3300 3300 3310 
3070 3130 3090 

N—H Valenz von N See oe eee 2095 2060 
DEC Oe re 4 ke» bh ee eS 1643 1645 1631 
CN cee sts as. iw «so, 8 1546 1550 1547 
Symm. COO® Vibration (Carboxylat) 1388 1370 1390 











Bei dem Versuch, die beobachteten Banden zuzuordnea, hielten wir 
uns an die Arbeiten von Blout und Linsley”, Ellenbogen® sowie 
an das Handbuch von Bellamy™*. Bei einer Reihe von Banden war uns 
eine Zuordnung nicht méglich. Die von der Ammoniumstruktur her. 
riihrende Bande ist schon bei den Tripeptiden wenig ausgeprigt und 
schlecht zu erkennen, beim Hexapeptid fehlt sie ganz. 


Vergleich des synthetisierten Hexapeptids 
mit dem Hydrolysenprodukt 


Das von Zuber® durch enzymatische Spaltung aus dem amorphen 
Bereich des Seidenfibroins in ,,chromatographischen‘‘ Mengen isolierte 
Peptid hatte in SBA® und in Lutidin/Kollidin 1:1 denselben Laufweg 
wie die mitgelaufenen Proben unseres Hexapeptids. Bei der Hoch- 
spannungs-Papierelektrc phorese (7000 Volt, 14 mA, Ameisensiure- Essig- 
siure-Puffer, pu 1,9) zeigte sich jedoch, daB das synthetische Produkt 
weiter wanderte als das isolierte Peptid. Wir schlieBen daraus auf das 
Vorliegen eines héheren Peptids, das aus mehr als 6 Aminosiuren be- 
steht. 


Beschreibung der Versuche 
Glycyl-t-valyl-glycin 
1. Carbobenzoxy-glycyl-L-valin-athylester: 44g (0,2 Mol) Carbo- 
benzoxy-glycin-hydrazid?’® wurden in einer Mischung von 240 cm? Kisessig, 
96 cm? 5n HCl und 1/1 Wasser gelést und auf —5° abgekiihlt. Unter intensivem 
Vibrieren lieB man eine waBr. Losung von 18 g (0,26 Mol) NaNO, zutropfen, nahm 
das ausgefallene Azid in 11 kaltem Athe> auf, wusch mit eiskalter 5 proz. NaHCO0,- 
Lésung sowie mit Eiswasser und trocknete anschlieBend kurz iiber Na,SO,. Nach 
dem Filtrieren gaben wir die Azid-Lésung zu der getrockneten ather. Lésung von 


2 H.R. Blout u. 8. G. Linsley, J. Amer. chem. Soc. 74, 1946 [1952]. 

13 K. Ellenbogen, J. Amer. chem. Soc. 78, 363 [1956]. 

14 L. J. Bellamy, Ultrarot-Spektrum und chemische Konstitution, Verlag 
D. Steinkopff, Darmstadt 1955. 

15 B. F. Erlanger u. E. Brand, J. Amer. chem. Soc. 78, 3508 [1951]. 
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29 g (0,2 Mol) frisch destilliertem L-V alin-athylester (Sdp. ,, 69—70°), der kurz 
-—___ ff yorher nach Fischer?* aus dem Hydrochlorid (dargestellt nach Slimmer?”) frei- 
ll gesetat wurde. Nach 36 stdg. Stehenlassen bei Raumtemperatur wurde mit 0,5n HCl, 
—— ff NaHCO,-Lésung und Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und im Vak. 
eingedampft. Es hinterblieb ein blaBgelbes, zihes Ol. Ausb. 51 g (75% d. Th.). 


3310 2. Carbobenzoxy-glycyl-u-valin-hydrazid: 50,4 g (0,15 Mol) Carbo- 

3090 benzoxy-dipeptid-ester, gelést in 200 cm* Athanol, wurden mit 20 g 93 proz. 

~~ ff Hydrazinhydrat 1 Stde. unter RiickfluB erhitzt. Nach 20stdg. Stehenlassen bei 

Raumtemperatur wurde die Halfte des Lésungsmittels abdestilliert und die Lésung 

———— ff kaltgestellt. Nach 2 Tagen war eine Gallerte entstanden, die weitgehend trocken- 

1631 gesaugt, mit kaltem Alkohol und Ather gewaschen und im Vakuumexsiccator iiber 

1547 H,S0, getrocknet wurde. Nochmalige Behandlung der Mutterlauge mit 5 cm* 

Hydrazinhydrat und Fallen mit Ather ergab eine weitere Fraktion, die mit der 

1390 ersten zusammen aus Athanol/Ather und dann aus viel Wasser umkristallisiert 
wurde. Nadeln vom Schmp. 190—191°. Ausb. 21 g (42,5% d. Th.). 


(a8: —19 + 0,5° (c = 2, Eisessig). 


; > m 
: a en C,sHoN,0, (322,4) Ber. C 55,89 H6,88 N 17,38 
<a : Gef. C 55,92 H6,83 N 17,66 


ir her. 3. Carbobenzoxy-glycyl-u-valyl-glycin-athylester: Das in Essig- 
rt waa ester/Ather 1:1 geléste Carbobenzoxy-dipeptidazid [aus 19,4 g Carbobenzoxy- 
‘ dipeptid-hydrazid (60 mMol) und 4,8g NaNO, (70mMol)] wurde mit 10,3 g 
(100mMol) frisch destilliertem Glycin-athylester’® (Sdp. ,,53°) gekuppelt. 
Nach 24 Stdn. bei Raumtemperatur und 12 Stdn. im Eisschrank erhielten wir das 
Produkt als Gallerte, die iiber H,SO, getrocknet, ein weiBes Pulver lieferte. Roh- 
ausb. 19 g (80,5% d. Th.). Nach dem Umkristallisieren aus Essigester und Athanol 
betrug der Schmp. 163—165°. [«]}}: —36 + 0,5° (c = 2, Eisessig). 


orphen Cy9H.7N,0, (393,4) Ber. C 58,00 H6,92 N 10,64 
olierte Gef. C 58,22 H6,87 N 10,81 
vufweg 4. Carbobenzoxy-glycyl-u-valyl-glycin: 11,8g (30mMol) Carbo- 


Hoch- § benzoxy-tripeptid-athylester wurden in 225cm* Methanol und 18 cm? 
Essig. § 2n NaOH (20% UberschuB) bei 37° innerhalb von 1 Stde. verseift. Nach dem An- 
-odukt | Siuern mit 2x HCl wurde im Vak. zur Trockne eingedampft. Nach zweimaliger 
af a Zugabe von je 50 cm® Wasser und jeweiligem Entfernen desselben im Vak. wurde 

SP die Subs:.-nz aus 1,5 | Wasser umkristallisiert. Kleine weiBe Spharolithe. Ausb. 7,45 g 
on be- (68% d. Th.). Schmp. 189—191°. Ry 0,46 (in SBN18, Chlorverfabren’®). 


[«]?: —9,5 + 0,5° (c = 1, Aceton) 
[a}f#>: —31,5 + 0,5° (c = 1; 0,05n NaOH) 
C,,H,3N,0, (365,4) Ber. C 55,88 H6,34 N 11,50 
C 56,13 H6,62 N 11,81 





Jarbo- 

1S€8SIg, 5. Glycyl-u-valyl-glycin: 2,2 g (6mMol) Carbobenzoxy-tripeptid 
nsivem f wurden in 100 cm® Methanol unter Zusatz von einigen Tropfen Eisessig gelést und 
, nahm mit Palladium-Mohr (aus 1 g PdCl,) 2 Stdn. unter kraftigem Vibrieren hydriert. 
HCO,- AnschlieBend wurde filtriert und im Vak. zur Trockne eingedampft. Nach dem 
. Nach |} Umkristallisieren aus Athanol/Wasser 4:1 erhielt man biischelig verwachsene 
ng von} Nadeln. Schmp. 222—226° (Zers.). Ausb. 1,2 g (86% d. Th.). 


16 KE. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 433 [1901]. 
17 M. D. Slimmer, Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 401 [1902]. 
Verlag 18 Sek.-Butanol/10proz. Ammoniaklisung 85:15; H. Zahn u. R. Kock- 
launer, Biochem. Z. 825, 339 [1954]. 
19 H. Zahn u. E. Rexroth, Z. analyt. Chem. 148, 181 [1955]. 


10* 
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C,H,,N,0, (231,3) Ber. (46,74 H7,41 N 18,17 
Gef. C45,79 H7,41 N18,14 Asche i1,5% 
Korr. C 46,47 H 7,52 N 18,46 


Debye-Scherrer-Aufnahme (Netzebenenabstiande in A, Intensitaéten der Reflexe 
geschitzt): 6,61 (2); 6,40 (2); 5,64 (5); 4,39 (10); 3,86—3,70 (7); 3,39 (1); 3,24 (3) 
2,97 (3); 2,84 (2); 2,57 (5); 2,38 (1); 2,19 (1); 2,05 (3). 


L-Alanyl-glycyl-L-tyrosin 


1. Carbobenzoxy-L-alanyl-glycin-L-tyrosin-benzylester: 13,23, 
(45 mMol) Carbobenzoxy-t-alanyl-glycin-hydrazid®® (aus dem ent. 
sprechenden Athylester!> dargestellt) wurden in einem Gemisch aus 100 cm! Rig. 
essig, 25 cm® konz. Salzsiure und 350 cm* Wasser geliést und bei —5° mit 3,45 g 
(50 mMol) NaNO, unter starkem Vibrieren azidiert. Nach dem Aufnehmen deg 
Azids in 750 cm® kaltem Essigester wurde mit NaHCO,-Lésung und Wasser ge. 
waschen, getrocknet und die Liésung mit dem aus 15,4 g (50 mMol) L-Tyrosin. 
benzylester-hydrochlorid?! durch 5,05 g (50 mMol) Triithylamin in Chloroform 
freigesetzten Ester vereinigt. Nach 24 Stdn. wurde aufgearbeitet und im Vak. 
eingedampft. Es blieb ein chromatographisch einheitlicher Sirup zuriick. Ausb. 16, 
(67% d. Th.). . 

2. t-Alanyl-glycyl-L-tyrosin: 16g (30mMol) Carbobenzoxy-tri. 
peptid-benzylester wurden in 100cm* Athanol an Palladium-Mohr unter 
intensivem Vibrieren hydriert. Die nach dem Filtrieren und Eindampfen im Vak. 
zuriickbleibenden braunlichen Krusten wurden mehrfach aus Wasser/Athanol um. 
kristallisiert. Rohausbeute 7,4 g (78% d.Th.). Die farblosen Nadeln schmelzen 
bei 202—204° unter Gelbfarbung, jedoch bil¢-ten sich bei weiterem Erhitzen 
(208—210°) aus den Schmelztropfen erneut Nad.ichen, die sich zwischen 220—230! 
zersetzen. 


C,,H,yN,0;°14H,O (318,3) Ber. C 52,81 H6,33 N 13,22 
Gef. C 52,76 H6,36 N 13,47 


Debye-Scherrer-Aufnahmen (Netzebenenabstinde in A, Intensitaéten der Reflexe 
geschatzt) : 7,49 (3); 5,27 (8); 4,70 (10); 4.35 (2); 3,86 (9); 3,56 (9); 3,30 (4); 3,13 (4); 
2,86 (6); 2,34 (3); 2,21 (3); 2,10 (2); 1,93 (1). 


Glycyl-Lt-valyl-glycyl-L-alanyl-glycyl-L-tyrosin 


1. Carbobenzoxy-glycyl-L-valyl-glycyl-Lt-alanyl-glycyl-L-tyro- 
sin: 2,2g (6mMo!) Carbobenzoxy-glycyl-t-valyl-glycin (s. 8S. 141) 
wurden in 150 cm? trockenem Tetrahydrofuran durch Erwarmen gelést und 0,82 cm’ 
(6 mMol) Triithylamin hinzugegeben. Die Lésung wurde auf —10° abgekiihlt und 
durch Zutropfen von 0,57 cm* (6 mMol) Chlorameisensaure-athylester unter 
starkem Riihren das Anhydrid dargestellt. Dabei fiel Triathylammonium-hydro. 


chlorid aus. Nach 10 Min. wurden zu dem gebildeten Anhydrid 2g (6,3 mMol,} 
5% UberschuB) t-Alanyl-glycyl-t-tyrosin (s. oben) in 12,6 cm? kalter} 


1n NaOH langsam zugesetzt. Dabei wurde darauf geachtet, daB weder der pr-Wert 


unter 8 sank noch die Temperatur iiber 0° stieg. Danach wurde unter Weiterriihren | 
langsam auf Raumtemperatur erwirmt und nach 2Stdn. soviel Ather hinm- | 


gegeben, daB dieser mit dem Tetrahydrofuran iiber der wiBr. Lésung des Carbo- 
benzoxy-peptid-Salzes eine abtrennbare Schicht bildete. Beim Ansaiuern der wabr. 
Phase fiel das Carbobenzoxy-hexapeptid als gelbliches 01 aus, wahrend das iber- 
schiissige Tripeptid gelést blieb. Das Ol war in Wasser und Essigester schwer, in 


20 E.C. Smith u. M. Bergmann, J. biol. Chemistry 158, 627 [1944]. 
21 B. F. Erlanger u. R. M. Hall, J. Amer. chem. Soc. 76, 5781 [1954]. 
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Athanol gut loslich. Trotz chromatographischer Reinheit war es nicht zur Kristalli- 
sation zu bringen. Ausb. 3,3 g (83% d. Th.). Ry 0,24 [in SBN?8; Chlorverfahren!®; 
Pauly-Reagenz (als Sprihmittel) }. 


2. Glycyl-L-valyl-glycyl-t-alanyl-glycyl-L-tyrosin: 3,3 g (5 mMol) 
Carbobenzoxy-hexapeptid in 100 cm* 50proz. Athanol und einigen Tropfen 
Eisessig wurden an Palladium-Mohr bei 40° hydriert. Nachdem kein CO, mehr 
entwich wurde filtriert und im Vak. eingedampft. Es hinterblieben braunliche 
Krusten, die in etwas Wasser gelést wurden. Die Losung wurde durch Kochen 
mit Tierkohle aufgehellt und das Hexapeptid mit Athanol als Gallerte gefailt. 
Nach dem Absaugen und Trocknen iiber H,SO, erhielt man 2,1 g eines leicht grau 
efarbten Pulvers (79% d.Th.). Nach weiterem Umkristallisieren aus Wasser/ 
Athanol hatte das Peptid einen Schmp. von 206—208° (Zers.). 


Cy3Hs4N,0,:14H,0 (531,6) Ber. C 51,98 H6,64 N 15,82 
Gef. C 51,82 H6,75 N 15,44 


Debye-Scherrer-Aufnahmen (Netzebenenabstinde in A, Intensitaten der Reflexe 
geschatzt): 5,64 (4); 4,57—4,67 (10); 3,48 (3); 2,36 (1); 2,06 (1). 


Physikalische Messungen 


Potentiometrische Titration: Zur Bestimmung der px-Werte der 
funktionellen Gruppen in den Peptiden wurden jeweils 0,5 mMol des Peptids in 
der dquimolaren Menge 0,1n NaOH gelost. Bei tyrosinhaltigen Peptiden wurde die 
doppelte Menge Natronlauge eingesetzt, um die phenolische OH-Gruppe zu erfassen. 
Durch Titration mit 0,1n HCl bei Raumtemperatur und laufende Verfolgung der 
pa-Anderung mit einer an ,,Fixanal‘‘-Puffergemischen geeichten Glaselektrode 
konnten nach dem graphischen Auftragen der Titrationskurven die p,-Werte 
ermittelt werden. Zur Verhinderung des Zutritts von CO, wurden die alkalischen 
Peptidlésungen in einem weitgehend abgeschlossenen Gefa8 unter Stickstoff 
titriert und magnetisch geriihrt. 


Infrarot-Spektren: Diese wurden in unserem Laboratorium durch Herrn 
Dipl.-Chem. G. Heidemann mit einem Perkin-Elmer Gerat, Modell 21, unter 
Verwendung der KBr-PreBblaittchen-Technik und eines NaCl-Prismas auf- 
genommen. 

Réntgendiagramme: Die Debye-Scherrer-Aufnahmen wurden in einer 
Kammer von 57,3 mm Durchmesser mit nickelgefilterten Cu-K«-Strahlen bei 
20 mA und 32 kV von Herrn Dr. H. Steuerle hergestellt. 


Die vorliegende Arbeit wurde vom Bundeswirtschaftsministerium 
(Forschungsvorhaben A 229) sowie von der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft, Bad Godesberg, in dankenswerter Weise gefoérdert. Herrn Dr. H. Zuber, 
jetzt Basel, danken wir fiir wertvoille Anregungen und die elektrophoretische 
Priifung des Hexapeptids. 


Zusammenfassung 


Als Vergleichssubstanz zur Konstitutionsermittlung eines aus 
Seidenfibroin durch Chymotrypsineinwirkung erhaltenen Peptids wurde 
das Hexapeptid Gly-L-Val-Gly-L-Ala-Gly-L-Tyr synthetisiert und seine 
Eigenschaften beschrieben. Durch elektrophoretischen Vergleich konnte 
gezeigt werden, daB das Spaltstiick der Seide aus einer langeren Amino- 
sduresequenz als der dargestellten bestehen muB. 
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Summary 


The hexapeptide Gly-L-Val-Gly-L-Ala-Gly-L-Tyr has been Sy nthesi. 
sed and its properties described. It has been used as a model compound 
in the elucidation of the structure of a peptide obtained by the chymo. 
tryptic digestion of silk fibroin. High voltage paper electrophoresis sho. 
wed that the enzymically produced peptide is not identical with the 
synthetic compound and consists of more than six amino acid residues, 


Prof. Dr. H. Zahn, Deutsches Wollforschungsinstitut der Technischen Hoch. 
schule, Aachen, Veltmanplatz. 
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Uber neuraminsdurehaltige Mucoide 


aus Menschenerythrocytenstroma, 
ein Beitrag zur Chemie der Agglutinogene * 
Von 
E. Klenk und &. Uhlenbruck 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit K6ln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Februar 1960) 


Schon vor einiger Zeit beschrieben wir! ein aus Rindererythro- 
cytenstroma mit Hilfe der Phenolmethode gewonnenes neuraminsiure- 
haltiges Mucoid, das bei Verwendung von Rindererythrocyten im 
Hamagglutinationstest mit Influenzavirus (B-Lee) eine starke Hemm- 
wirkung zeigte?. Die Substanz enthielt die Neuraminsiure als N-Glykolyl- 
verbindung. Die in Fortsetzung dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche 
zur Darstellung eines derartigen Agglutinogens aus menschlichen Ery- 
throcyten stieBen zuniachst auf erhebliche Schwierigkeiten. Es lieBen 
sich zwar Mucoidpriparate mit einem Neuraminsiuregehalt von 16 bis 
19% und mit sehr hoher Himagglutinationshemmwirkung gewinnen, 
jedoch war die Ausbeute nur maig und die Versuche konnten auch 
nicht mit gleichbleibendem Ergebnis reproduziert werden (Tab. 1, 
Nr. 1—8). 

Besseren Erfolg hatten wir bei Verwendung von Erythrocyten der 
Blutgruppe 0 als Ausgangsmaterial an Stelle von solchen aus Sammel- 
blut. Hier fiihrte die von Westphal und Mitarbeitern® angegebene 
Extraktion mit Phenol/Wasser in der Warme unmittelbar zu rein 
weifen, wasserléslichen Priiparaten mit einem Neuraminsiuregehalt 
von 11—14%, der bei der weiteren Reinigung auf 20% anstieg (Tab. 1, 
Nr. 4 und 5). Diese Praparate hatten ebenfalls eine starke Virushimag- 
glutinations-Hemmwirkung. Sie enthielten die Neuraminsiure als N- 
Acetylverbindung. Durch enzymatische Abspaltung der N-Acetyl- 
neuraminsiure durch RDE (Receptor destroying enzyme) von Vibrio 
cholerae erhilt man ein Mucoid, das keinerlei Hemmwirkung mehr 
besitzt. Da, soweit festgestellt werden konnte, N-Acetyl-neuraminsiure 


* Uber das Ergebnis der vorliegenden Untersuchung wurde auf der Tagung 
der Gesellschaft fiir Physiologische Chemie in Berlin vom 23.—26. September 1959 
und auf dem internationalen Symposium der polnischen Akademie der Wissen- 
— in Warschau .,Uber biologisch aktive Mucoide‘‘ vom 1.—3. Oktober 1959 

erichtet. 

1 KE. Klenk u. G. Uhlenbruck, diese Z. 311, 227 [1958]. 
2 E. Klenk u. G. Uhlenbruck, diese Z. 312, 144 [1958]. 
3 O. Westphal, O. Liideritz u. F. Bister, Z. Naturforsch. 7b, 148 [1952]. 
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Tab. 1. Neuraminsaurehaltige Mucoide aus menschlichen Erythrocyten (BLK) bzw. Erythrocytenstroma. 
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handlung mit RDE fiihrt zu einem Verlust der Aktivitaét. Aus diesen 
Befunden darf wohl mit einiger Wahrscheinlichkeit geschlossen werden, 
daB die Blutgruppensubstanzen M und N neuraminsiurehaltige Mucoide 
sind, in welchen der N-Acetyl-neuraminsaure-Rest zu einem wesentlichen 
Teil fiir die M- und N-Spezifitat verantwortlich ist. Nach AbschluB 
dieser Arbeit erhielten wir Kenntnis von einer entsprechenden Unter- 
suchung von Baranowski und Mitarbeitern®, die sich mit unseren 
Befunden in allen wesentlichen Punkten deckt. 


Wie bereits seit langerer Zeit bekannt ist °, verlieren Erythrocyten 
bei der Behandlung mit proteolytischen Enzymen wie Trypsin oder 
Papain ihre M- und N-Eigenschaften. Bei der niheren Untersuchung 
haben wir gefunden, da8 Papain aus der Oberfliche von menschlichen 
Erythrocyten ein neuraminsiurereiches Mucoid herauslést, dessen M- 
und N-Aktivitaét allerdings nur gering ist. Trotzdem kénnte es még- 
licherweise die M- und N-determinante Gruppe enthalten, da auch das 
oben dargestellte M- und N-aktive Mucoid bei der Behandlung mit 
Papain seine Aktivitat weitgehend verliert (Tab. 1, Nr. 6). Sowohl aus 
Erythrocyten der Blutgruppen O, A und B lieBen sich auf diese Weise 
aus den in Lésung gegangenen Anteilen mit Hilfe der Phenolmethode 
die neuraminsiurehaltigen Mucoide erhalten. Die Substanzen aus O- 
und B-Erythrocyten wurden noch weiter gereinigt und hatten dann 
einen Neuraminsiuregehalt von 15 bzw. 20% (Tab. 1, Nr. 7 und 8). 
| Die mit Papain behandelten Erythrocyten werden nach wie vor noch 
| unveriindert durch Influenzavirus agglutiniert. Unsere Versuche, daraus 
ein neuraminsiurehaltiges Mucoid darzustellen, das nur noch ein Hemm- 
stoff der Virushimagglutination ist, dagegen keine M- und N-spezifische 
Wirkung mehr besitzt, sind noch nicht abgeschlossen. 

Im Gegensatz dazu verlieren Rindererythrocyten bei der Behand- 
lung mit Papain ihre Fahigkeit, mit Influenzavirus zu agglutinieren. 
_ Aus dem in Lésung gegangenen Material lieB sich mit der Phenol- 
'methode in guter Ausbeute ein neuraminsiurehaltiges, sehr kohlen- 
_ hydratreiches (80%) Mucoid mit nur 3,9% Stickstoff erhalten, das in 
_ seiner chemischen Zusammensetzung dem bereits beschriebenen Hemm- 
' stoff aus Rindererythrocytenstroma gleicht, aber nur noch geringe 
| Hemmwirkung besitzt. Ganz entsprechend verliert auch der isolierte 
| Hemmstoff bei der Behandlung mit Papain seine Wirksamkeit. Das 
_ auf diese Weise anfallende Mucoid ist kohlenhydratreicher und stick- 


8 T. Baranowski, E. Lisowska, A. Morawiecki, E. Romanowska u. 
_K.Strézecka, Arch. Immun. Terap. Doswiadczalney 7, 15 [1959]. 

® J. A. Morton u. M. M. Pickles, J. clin. Pathol. 4, 189 [1951]; L. J. Unger 
u. L. Katz, J. Lab. clin. Med. 88, 188 [1951]; 39, 135, 246 [1952]; R. E. Rosen- 
field u. P. Vogel, Transact. New York Acad. Sci. II, 18, 213 [1951]; A. S. Wie- 
ner u. L. Katz, J. Immunology 66, 51 [1951]; J. Pischel, Z. Hyg. Infektions- 
krankh. 137, 67 [1953]; K. Hummel, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde, Infektions- 
krankh., Hyg., I. Abt., Ref. 155, 1 [1955]; O. Makela u. K. Cantell, Ann. Med. 
exp. Biol. fenn. 36, 366 [1958]; O. Makela, K. Cantell u. K. Penttinen, J. 
Immunology 88, 127 [1959]. 
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stoffirmer als das Ausgangsprodukt. Die hier gewonnenen Subsianzep, 
die keine Blutgruppenaktivitat besitzen, diirften in Beziehung stehe, 
zu dem von Springer und Rapaport? beschriebenen makromoleky. 
laren, nicht dialysierbaren, neuraminsiurehaltigen Mononucleoscerece 


tor, welcher durch pflanzliche Proteasen von Rinder- und Schaferythro. 


cyten abgespalten wird. 

Obgleich bei den mit Papain behandelten menschlichen Erythr. 
cyten die Zellreceptoren fiir das Influenzavirus noch unversehrt erhalte, 
sind, wird das aus dem Stroma mit der Phenolmethode isolierte und 
als Hemmstoff stark wirksame Mucoid ebenso wie die aus dem Strom 
der Rindererythrocyten gewonnene Substanz mit Papain inaktiviert, 
Es scheint demnach, daB das Papain den an der Hemmung betciligten 
Polypeptidkomplex des Agglutinogens verandert und da8 dieser, jin 
Gegensatz zu dem M- bzw. N-Agglutinogen am intakten menschilichen 
Erythrocyten auf der Oberfliche in einer fiir Papain nicht angreifbaren 
Form verankert ist. 

Wahrend das biologisch aktive Mucoid der menschlichen Erythro. 
eyten durch die enzymatische Abspaltung der N-Acetyl-neuraminsiur 
sowohl seine M- und N-Spezifitaét wie auch die Hemmwirkung bein 
Hirst-Test (Virushimagglutination) durch Zerstérung der Receptor. 
gruppen verliert, zeigt das so entstandene nahezu neuraminsiiurefreie 
Mucoid eine neue antigene Eigenschaft. Es verhindert die Agglutination 
T-transformierter, d.h. RDE-behandelter Erythrocyten durch normales 
Serum und ist somit ein Hemmstoff der Panagglutination. Daraus er. 
gibt sich, daB das fiir dieses Thomsen-Friedenreichsche Phiinomen" ver. 
antwortliche T-Agglutinogen in dem neuraminsiurefreien Mucoid vor. 
handen ist. In gleicher Weise verhalt sich das neuraminsiurefreie Mu. 
coid der Rindererythrocyten gegeniiber der Panagglutination von T.- 
transformierten Rindererythrocyten. Alle mit Papain vorbehandelten 


Mucoide zeigen nach der enzymatischen Abspaltung der N-Acetyl-[ 


neuraminsiure diese Panagglutinationshemmung nicht. 

Von dem Mucoidpriparat (Tab. 1, Nr. 6), das den héchsten Nev- 
raminsiiuregehalt (25%) hatte, wurde eine Bausteinanalyse durch- 
gefiihrt, wobei man die einzelnen Komponenten jedoch nur _ papier. 
chromatographisch identifizierte. Nachgewiesen wurden folgende Zuk- 
ker: Galaktose, Glucosamin und Galaktosamin, sowie kleine Mengen 
Mannose und Fucose; auBerdem 14 Aminosiiuren, in der Hauptsache 
Serin und Threonin, sowie Glutaminsiure. Einen hohen Gehalt an 


Serin und Threonin hat auch Morgan” in seinen Blutgruppenmucoiden |}, 
aus mucésen Fliissigkeiten gefunden. Auch in den biologisch aktiven} 


10 G. F. Springer u. M. J. Rapaport, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 96, 103] 


[1957]; Klin. Wschr. 35, 1048 [1957]. 
 G. Hiibner, Z. Immunitatsforsch. exp. Therap. 45, 223 [1926]; O. Thon- 

sen, Z. Immunitatsforsch. exp. Therap. 52, 85 [1927]; V. Friedenreich, Acta 

pathol. microb. scand. 5, 59 [1928]. 

122, W.T. J. Morgan, Naturwissenschaften 46, 181 [1959]. 






ne ae TL ISLS 








Verl: 

















19 (1960) 


stanzen, 
' Stehen 
molekn. 
S Te cep. 


ory thro. 


ry thro. 
-rhalten 
rte und 
Stroma 
‘tiviert, 
eiligten 
ser, im 
‘hlichen 
‘if baren 


rythro. 
insaure 
g beim 
‘ceptor. 
urefreie 


ination | 


ormales 
aus er- 
111 ver. 
id vor- 
‘ie Mu. 
von T. 
idelten 
\ cetyl. 


1 New. 
durch. 
papier. 
> Zuk- 
fengen 
tisache 


alt an} 
coiden | 


ktiven 
96, 103) 
Thom- 
, Acta) 
i 
i 


§ 


a 





Bd. 319 (1960) Zur Chemie der Agglutinogene 155 





Mucoiden fanden sich dieselben Zucker wie oben. Nennenswerte Unter- 
schiede in der chemischen Zusammensetzung lieBen sich nicht fest- 
stellen. In keinem unserer Mucoide aus menschlichen Erythrocyten 
' fanden sich spezifische ABO. Kigenschaften. 






Herrn Professor Gallut, Institut Pasteur, Paris, danken wir fiir die freund- 
liche Uberlassung von Cholera-Bouillon-Filtrat. 
Besonderen Dank schulden wir Herrn Dr. M. Kindler (Institut fiir Blut- 
ppenforschung K6ln-Bensberg, Direktor: Professor Dr. P. Dahr) fiir die durch- 
gefihrten Blutgruppenuntersuchungen. 
Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft unterstitzt. 





Beschreibung der Versuche 


Bestimmungsmethoden: Virustiterbestimmung und Hamagglutinations- 
Hemmtest sowie Darstellung, Reinigung und Titerbestimmung des RDE erfolgten 
nach der Vorschrift von Klenk, Faillard und Lempfrid+. 

Die Panagglutinationsreaktion wurde in Anlehnung an Stickl?* ausgefihrt, 
die Neuraminséurebestimmung nach Béhm und Mitarbeiter, die Zuckerbestim- 
mung nach Somogyi}, die Hexosamin-Bestimmung nach Elson und Morgan, 
modifiziert nach Blix?®, 

Zur Aminosdéurechromatographie siehe Turba!?. 


1. Die biologisch aktiven Mucoide 


a) Aus Sammelblut: Das Gelingen der Darstellung haingt entscheidend 
von der Beschaffenheit des Stromas ab, ebenso aber auch von der Durchfiihrung 
der Phenol-Wasser-Extraktion, wobei eine geringfiigige Variation des Verfahrens 
zum Erfolg oder MiGBerfolg fiihren kann. Stérend bemerkbar macht sich die An- 
wesenheit gréBerer Mengen Blutfarbstoff. Es empfiehlt sich daher, das Stroma 
soweit zu reinigen, daB es fast farblos ist und einen Neuraminsaure(NS)-Gehalt 
von mehr als 1% besitzt. 

Die Erythrocyten werden mit Wasser (dest.) hamolysiert und der Farbstoff 
wiederholt mit Wasser ausgewaschen. Wenn sich das Stroma nicht mehr gut ab- 
setat, fiigt man etwas Essigsiure zu oder leitet CO, ein. Zur Verhinderung von 
Faulnis gibt man etwas Ather oder Phenol (1%) zu. SchlieBlich wird zentrifugiert 
_ und der Stromabrei gefriergetrocknet. Aus 400 cm Blutkérperchen erhalt man 
_ 10—15 g Stroma als helles, graubraunes Pulver (1,0—1,1% NS). 15 g Stroma wer- 
den nun mit einer Lésung von 1 kg Phenol und 650 cm? Wasser 3 Stdn. bei Zim- 
mertemperatur geschiittelt. Nach Zentrifugation wird die iiberstehende, farblose, 
waBrige Phase dialysiert und gefriergetrocknet. Ausb.: 100 mg rein weiBe Sub- 
stanz. Chemische Zusammensetzung und biologische Aktivitét siehe Tab. 1, 
Prap. 1. Durch Ultrazentrifugieren lieB sich eine schneller sedimentierende, NS- 
freie Substanz abtrennen. Der NS-Gehalt der so gereinigten und durch Gefrier- 
trocknung zuriickgewonnenen Substanz war auf 14,1% angestiegen. Aus der 
Phenolphase lieB sich durch Auswaschen mit Wasser keine NS-haltige Substanz 
mehr gewinnen. 

Zuweilen erhalt man mit dieser Methode auch Praparate von wesentlich 


Se ET EY 


| geringerem Reinheitsgrad (7—10% NS). Sie lassen sich mit Vorteil dadurch rei- 





13H. Stickl u. H. Bocker, Klin. Wschr. 87, 635 [1959]. 


4 P. Bohm, St. Dauber u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 32, 289 [1954]. 
15 M. Somogyi, J. biol. Chemistry 117, 771 [1937]. 

16 G. Blix, Acta chem. scand. 2, 467 [1948]. 

17 F. Turba, Chromatographische Methoden in der Proteinchemie, Springer- 
Verlag, Heidelberg 1954. 
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nigen, daB man sie in dem 70fachen Volumen Wasser lést und mit dem 70fache, 
Volumen 90proz. Phenol 30 Min. unter Riihren auf 65° erwarmt. Nach Stehep. 
lassen iiber Nacht bei 6° wird zentrifugiert, die waBrige Phase abgehoben uj 
nach Dialyse gefriergetrocknet. Aus 80 mg einer Substanz von 7% NS wurde, 


auf diese Weise 30 mg rein weifes Mucoid mit einem NS-Gehalt von 16.2% &. — 


halten. Chemische Zusammensetzung und biologische Aktivitaét siehe Tab, | 
Prap. 2. 

a einer anderen Versuchsreihe wurde vor der Phenol/Wasser-Exiraktio, 
das Stroma noch in der Weise fraktioniert, daB man 20g Stroma mit 300 cm 
einer Lésung von 5% Phenol und 1,6°% Trichloressigsiure, die mit 4n NaOH anf 
pu 9,2—9,5 eingestellt worden war, einige Minuten im Starmix extrahierte uj 
anschlieBend zentrifugierte. Die iiberstehende Lésung wurde dialysiert und ge. 
friergetrocknet. Ausb.: 2 g Substanz (1,6—2,4°% NS). Aus dem Niederschilag @. 
hielt man durch Auswaschen in derselben Weise noch einmal 0,5—1 g Substan, 
15 g dieser Stromafraktion ergaben mit Hilfe der wie oben bei Zimmertemperaty 
durchgefiihrten Phenol/Wasser-Extraktion durch wiederholtes Ausschiitteln der 
Phenolphase mit Wasser 0,46 g Mucoid (16,5°%, NS), das noch iiber eine Kationen. 
austauschersiule (Dowex 50) gereinigt wurde. Chemische Zusammensetzung und 
biologische Aktivitaét siehe Tab. 1, Prap. 3. 

b) Aus Stroma der Blutgruppe 0: 700 cm® gut ausgewaschener und zen. 
trifugierter Stromabrei (entspr. 15 g Trockenstroma), der, wie unter a) Abs. | be. 
schrieben, gewonnen war, wurde mit der gleichen Menge 90proz. Phenol 30 Min, 
auf 65° erwarmt. Nach Stehenlassen iiber Nacht bei 6° wurde zentrifugiert, die 
waBrige Phase abgehoben und nach Dialyse gefriergetrocknet. Ausb.: 200 mg 
Substanz (14% NS). Chemische Zusammensetzung und biologische Aktivitat siehe 
Tab. 1, Prap. 4. Andere Aufarbeitungen ergaben 200 mg Substanz mit 13°% Nj, 
300 bzw. 330 mg Substanz mit 11% NS. Die entsprechende Aufarbeitung vo 
Erythrocytenstroma der Blutgruppen A, B und AB war ohne Erfolg. Nur in 
wenigen Ausnahmefiallen versagte die Methode auch bei der Blutgruppe 0. 


2. Die Versuche mit Papain 
Zur Verwendung kam eine nach Kuhns und Bailey!® hergestellte Ferment. 
lésung: 0,1 g Papain (1:350, Merck) in 9 cm* physiol. Kochsalzlésung gut emul. 
giert (bei groBeren Mengen mit Hilfe des Starmix) wurden zentrifugiert und die 
iiberstehende Lésung mit demselben Volumen einer Pufferlésung verdiinnt, die 
in 100 cm 3,6 g Na,HPO,-12H,0 enthielt. Die gegebenenfalls noch einmal zentz. 


fugierte Losung wurde durch Hinzufiigen des doppelten Volumens einer (),2proz.|" 
Cysteinhydrochloridlésung (physiol. Kochsalzlésung) aktiviert. Die gebrauchsfer.| 


tige Lésung ist nur kurze Zeit haltbar. 
a) Vorversuche: Menschliche Erythrocyten der Blutgruppen A, B, AB 


und 0 wurden 30, 60, 90 und 360 Min. mit Papain bebriitet. Nach Abzentrifu-| 


gieren der Erythrocyten war in der iiberstehenden Flissigkeit keine NS mit Bial 
Reagenz nachzuweisen. Die ausgewaschenen Erythrocyten wurden durch Influenz. 
virus in allen Fallen noch ebenso gut agglutiniert wie die unbehandelten. Titer. 
verlust war nicht festzustellen. Auch die Bebriitung der Erythrocyten mit 0,lpro. 
Lésung von krist. Trypsin nach Wiener und Katz® fiihrte zu demselben Ergeb- 
nis. Die Erythrocyten zeigten dagegen nach der Behandlung mit proteolytischen| 
Enzymen keine M- und N-Aktivitaét mehr. 

b) Isolierung der bei der Papainbehandlung der Erythrocyten 
in Lésung gegangenen Mucoide: 2/ gut ausgewaschener Erythrocyten der 
Blutgruppe 0 wurden mit 4/ der aktivierten Papainlésung 30 Min. bei 37° be- 
briitet. Nach Abzentrifugieren der Erythrocyten konzentrierte man die iiber 
stehende Lésung, in welcher wie oben mit Bials Reagenz keine NS nachzuweisen 
war, im Umlaufverdampfer auf 700 cm* und extrahierte wie oben bei 1b mit 
90proz. Phenol. Nach Abtrennung der wiBr. Phase wurde die Phenolphase noch- 


18 W. J. Kuhns u. A. Bailey, Amer. J. clin. Pathol. 20, 1067 [1950]. 
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mals mit dem gleichen Volumen Wasser ausgeschiittelt. Aus den dialysierten 
yereinigten waBrigen Phasen erhielt man 400 mg Mucoid mit einem NS-Gehalt von 
12,4%. Zur weiteren Reinigung wurde die Substanz in 50 cm* Wasser aufgenom- 


men, die ungelésten Anteile abzentrifugiert, die letzten Reste der anorganischen 


Salze durch Elektrodialyse entfernt und die Lésung gefriergetrocknet. Ausb.: 
250 mg rein weiBe Substanz. Chemische Zusammensetzung und biologische Akti- 
vitat siehe Tab. 1, Prap. 7. Hervorzuheben ist die sehr schwache M-Aktivitat, 
jedoch noch gut nachweisbare N-Aktivitaét der Substanz. 

In entsprechender Weise wurden aus 600 cm® Erythrocyten der Blutgruppe B, 
wobei man jedoch 90 Min. mit Papain bebriitete, 150 mg einer noch etwas gelb 

efarbten Substanz erhalten. Chemische Zusammensetzung und biologische Akti- 

vitat siehe Tab. 1, Prap. 8. Auch aus Erythrocyten der Blutgruppe A konnten 
kleinere Mengen eines Mucoids mit einem NS-Gehalt von 10% gewonnen werden, 
das jedoch nicht weiter gereinigt und analysiert wurde. Ebenso steht die Isolie- 
rung und Untersuchung des im Stroma der papain-behandelten Erythrocyten 
noch vorhandenen NS-haltigen Mucoids noch aus, das ein Hemmstoff fiir die 
Virusagglutination ist, aber keine MN-Spezifitat besitzt. 

c) Das Verhalten von Rindererythrocyten: Die mit Papain vor- 
behandelten Rindererythrocyten agglutinierten weder mit Indikator-, noch mit 
aktivem Virus. Zur Isolierung des bei der Papainbehandlung in Liésung gegangenen 
Mucoids wurden 360 cm’ gut ausgewaschener Rindererythrocyten mit dem gleichen 
Volumen aktivierter Papainlésung 45 Min. unter Riihren bei 37° bebriitet. Nach 
Abzentrifugieren der Erythrocyten verblieb eine kaum gefarbte stark opaleszie- 
rende Lisung, welche mit Bials Reagenz eine starke NS-Reaktion gab. Nach 
Gefriertrocknung der dialysierten Lésung verblieben 650 mg einer schwach gelb 
gefarbten Substanz (8,6% NS). Die Reinigung mit Hilfe der Phenol-Wasser- 
Methode in der Warme fiihrte zu einem Mucoid das 15% NS, 65% reduz. Zucker 
und 18°, Hexosamin enthielt. Die Substanz zeigte im Gegensatz zu dem aus dem 
Stroma von unbehandelten Rindererythrocyten gewonnenen Mucoid!»? trotz ahn- 
licher Zusammensetzung keinerlei Hemmwirkung im Hirst-Test. 

Bei der oben durchgefiihrten Dialyse der iiberstehenden Lisung war NS im 
Dialysat nicht nachzuweisen. 

d) Die Einwirkung von Papain auf die isolierten NS-haltigen 
Mucoide: 830 mg der nach 1b aus Erythrocyten der Blutgruppe 0 gewonnenen 
biologisch aktiven Mucoidpraparate (NS-Gehalt 11—13%) wurden in 80 cm? akti- 


' vierter Papainlésung gelést und die Lésung bei 37° 30 Min. bebriitet. Den auf- 
' getretenen gefarbten Niederschlag, der keine NS enthielt, zentrifugierte man ab. 
_ Nach Gefriertrocknung der dialysierten Lésung wurde die Substanz mit Hilfe der 


Phenolmethode (1b) gereinigt. Ausb.: 57% des Ausgangsproduktes, rein weiBe 


| Substanz. Chemische Zusammensetzung und biologische Aktivitaét siehe Tab. 1, 


Prap. 6. Eine kleine Menge der Substanz wurde noch iiber eine Kationenaustau- 
schersiule gereinigt. Jedoch blieb die chemische Zusammensetzung unverandert. 

Auch ein Mucoid, das aus dem Erythrocytenstroma von menschlichem Sam- 
melblut gewonnen war, sehr gute Hemmwirkung im Hirst-Test und gute MN- 
Aktivitét besa, verlor bei der Papainbehandlung in derselben Weise sowohl die 
Hemmwirkung wie auch die MN-Aktivitat (Hemmtiter vor der Papainbehandlung 
3:10-° y/AD; nach der Behandlung zeigten 100 y Substanz keine Hemmwirkung). 
Ebenso verlor auch das Rindererythrocytenmucoid bei dieser Behandlung seine 
Hemmwirkung vollstandig. Die so behandelte Substanz hatte dieselbe chemische 
Zusammensetzung wie das Mucoid von 2c. 


3. Die enzymatische Spaltung der Mucoide mit RDE 


Das Ergebnis der Spaltungsansaitze (methodische Einzelheiten siehe Fail- 
lard!*) von 4 verschiedenen Mucoiden zeigt die Tab. 2. Als Ausgangsprodukte 
wurden eingesetzt: ein nach 2d mit Papain inaktiviertes Mucoidpraparat (An- 


19 H. Faillard, diese Z. 807, 62 [1957]. 
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satz I), das biologisch aktive Praparat Nr. 3 von Tab. 1 (Ansatze II und Iq) 
und ein nach 1 b gewonnenes, ebenfalls biologisch aktives Mucoidpraparat (4p. ge 
satz IV). Die Ansaétze wurden 40 Stdn. bei 37° unter Zusatz von etwas Athe P en! 
bebriitet. r 
In allen 4 Ansatzen wurden, wie die Tab. 2 zeigt, 883—99% der in den Mp. a 
coiden eingesetzten NS abgespalten. Auch das mit Papain vorbehandelte Mucoij § du 
(I), das im Hirst-Test keine Hemmwirkung zeigte, wird durch RDE ebenso ge. F Mi 
spalten wie die mit starker Hemmwirkung (II—IV). 
Tab. 2. Spaltung der NS-haltigen Mucoide mit RDE. 
Eingesetztes Mucoid| finges. RDE Menge abgespalt. Ny | 7 
_- Menge NS ' Titer j a 
mg % NS mg cm (Huhn) mg % gel 
Me 
I 100 20,7 20,7 2,5 1024 | 17,5 845 Bon 
— 2048 Mu 
II 150 16,5 24,7 2,5 4096 | 20,5 82,6 wie 
—8192 Lae 
mr | 100 165 | 165 | 25 1024 | 13,8 | 836 Bang 
— 2048 Inf 
IV 150 14,1 21,2 2,5 512 | 21,0 99 wie 
— 1024 bg 
Das nach der enzymatischen Spaltung bei der Dialyse in die AuBentfliissig. | "7 
keit iibergehende NS-Derivat wurde nach Svennerholm®® papierchromatogra. ) prj 
phisch mit N-Acetyl-neuraminsaure identifiziert. Im Dialysat lieBen sich aufer.|> pej 
dem papierchromatographisch noch kleine Mengen Aminosauren nachweisen, die © pra 
jedoch in gleicher Weise auch bei der Bebriitung der RDE-Lésung allein ohne © gta; 
Zusatz von Mucoid vorhanden waren. ath 
4. Der Hemmstoff der Panagglutination (T-Agglutinogen) he 
Aus dem nach der enzymatischen Spaltung unter 3. nicht dialysierenden)) Thy 
Anteil wurde das RDE durch Adsorption an Erythrocyten entfernt!®. Nach Ge.) Hig 
friertrocknung der Lésung fiel ein NS-freies oder sehr NS-armes wasserlésliches| zwe 
Mucoid an, das im Gegensatz zu den NS-haltigen Mucoiden bei der Verteilung} sau 
in Phenol/Wasser (siehe 1b) in der Phenolphase verblieb und daraus durch Dialys 
und Gefriertrocknung zuriickerhalten werden konnte. Bei Ansatz III war die 
Substanz infolge Hamolyse wahrend der RDE-Adsorption stark gefarbt. Das 
aus II gewonnene, rein weiBe NS-freie Mucoid enthielt 23,5°% reduz. Zucker und} 
8% Hexosamin. Die Substanzen waren MN-inaktiv und zeigten keine Hemm-} | 
wirkung im Hirst-Test. ; am 
Zur Priifung der Hemmwirkung im Panagglutinationstest wurden RDE-be-} nat: 
handelte, menschliche Erythrocyten, die nicht mehr mit Influenzavirus aggluti-}) y_}, 
nierten, gegen komplement-inaktiviertes menschliches Serum ausgetestet. Ab- | ie 
lesung des Titers nach 3stdg. Stehenlassen bei 12°. Verdiinnung des Serums in} 
der Weise, daB 0,2 cm? 4 AD enthalten. Zu den 0,2 cm? einer Verdiinnungsreihe Ace 
des zu priifenden Mucoids gab man 0,2 cm® des verdiinnten Serums, lie8 nach 
kurzem Durchschiitteln 1 Stde. bei Zimmertemperatur stehen und fiigte noch} zy 
0,4 cm® der obigen lproz. Erythrocytensuspension hinzu. Ablesung nach 3 Stdn.} om 
bei 12°. Die Mucoide von Ansatz IT und IV hatten eine Panagglutinations-Hemn-|) 
wirkung von 3 bzw. 3—6 y/AD. Das mit Papain und RDE vorbehandelte Mucoid halt 
von Ansatz I hatte keine Hemmwirkung, ebenso simtliche NS-haltigen Mucoide,|) —— 
die unter 1 und 2 dargestellt worden waren. / 
20 E.Svennerholm u. L.Svennerholm, Nature [London] 181, 1154 [1958]. [195 
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Auch ein aus dem Rindererythrocytenmucoid durch Bebriitung mit RDE 
gewonnenes NS-freies Praparat, das 52% red. Zucker, davon 26% Hexosamin, 


yas Athe f enthielt, zeigte im Panagglutinationshemmtest mit RDE-vorbehandelten Rinder- 


erythrocyten und Rinderserum eine Hemmwirkung von 3—6 y/AD. Spaltet man 


den Mu B aus dem Rindererythrocytenmucoid die N-Glykolyl-NS nicht mit RDE, sondern 
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durch Istdg. Erhitzen mit n/100 H,SO, ab, so zeigt das anfallende NS-freie 
Mucoid keine Hemmwirkung. 


5. Die Bausteinanalyse 


Zum Nachweis der Zucker wurden die Substanzen durch Istdg. Erhitzen im 
zugeschmolzenen Rohrchen bei 100° mit 10proz. HCl gespalten. Nach Entfarbung 
mit wenig Tierkohle, wobei man auch den schwarzen Niederschlag von Humin- 
substanzen entfernte, wurde die Lésung nach Ausfallung der Cl° mit Silberacetat, 
gefriergetrocknet und die Zucker papierchromatographisch nach der Methode von 
Malyoth und Stein*! identifiziert (Essigester/Pyridin/Wasser 50:35:20; auf- 
steigend). Anfarbung sowohl mit Perjodat”*, wie auch mit einer 2proz. Lésung 
von Ninhydrin in wassergesattigtem Butanol. In dem am besten gereinigten 
Mucoidpraparat 6 (Tab. 1) fanden sich Galaktose, Glucosamin, Galaktosamin so- 
wie in kleinen Mengen Mannose und Fucose. Auch in allen anderen Mucoid- 
praparaten wurden dieselben Zucker festgestellt. In einem durch Bromelin, 
welches in ahnlicher Weise wie Papain wirkt, von menschlichen Erythrocyten 
abgespaltenen Mucoid (60% Zucker und 12% NS; keine Hemmwirkung gegen 
Influenzavirus) fanden sich nach Hydrolyse auch noch andere Zucker, welche, 
wie ein Kontrollversuch zeigte, aus dem noch verunreinigten Enzym stammten. 
Auffallend war, daB das durch Bromelin abgeléste Mucoid sehr stark ausgepragte 
M- und N-Eigenschaften aufwies. 

Eine nahere Untersuchung der Aminosiurenkomponenten wurde nur bei 
Praparat 6 (Tab. 1) durchgefiihrt. Spaltung mit 6n HCl durch 24stdg. Erhitzen 
bei 100°. Die von dem schwarzen Huminniederschlag abfiltrierte, salzsaure Lisung 
brachte man im Exsikkator iiber Alkali zur Trockne und identifizierte im Riick- 
stand die Aminoséuren durch zweidimensionale Papierchromatographie (I: Methy]- 
aithylketon/Pyridin/Wasser 70:15:15; II: sek.-Butanol/Ameisensaiure/Wasser 
75:13:12; III: 80proz. Phenol; Farbung mit Ninhydrin wie oben). Es 
konnten folgende Aminoséuren nachgewiesen werden: Glykokoll, Alanin, Serin, 
Threonin, Valin, Leucin, Isoleucin, Glutaminséure, Asparaginsaure, Lysin, Arginin, 
Histidin, Tyrosin, Prolin und in sehr geringen Mengen eine oder vielleicht auch 
zwei nicht naher zu bestimmende Aminosauren. Serin, Threonin und Glutamin- 


'séure waren mengenmaBig vorherrschend. 


Zusammenfassung 


Aus dem Stroma von menschlichen Erythrocyten wurden neur- 


N-blutgruppen-spezifische Eigenschaften haben. Sie enthalten die Neu- 
raminsiure als N-Acetyl-Derivat. Die enzymatische Abspaltung der NV- 
Acetyl-neuraminsiure fiihrt zum Verlust der biologischen Aktivitit. 

Die Einwirkung von Papain auf menschliche Erythrocyten fiihrt 
zu einer Ablésung der M- und N-Agglutinogene, wahrend die Zell- 
receptoren fiir das Influenzavirus auf der Erythrocytenoberfliche er- 
halten bleiben. Aus der iiberstehenden Lésung der mit Papain behan- 


1 G. Malyot u. H. W. Stein, Biochem. Z. 822, 165 [1951]. 


11954 R.C.Melsenberg u. H.K. Mitchell, J. Amer. chem. Soc. 76, 4187 
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delten Erythrocyten wurde ein neuraminsiurehaltiges Mucoid isoliert, 


Die Einwirkung von Papain auf die biologisch aktiven Mucoide fihy 


zu einem Verlust der biologischen Aktivitat, obgleich die Kohleniydra. 
komponente unverandert erhalten bleibt. 

Die enzymatische Abspaltung der N-Acetyl-neuraminsaure aus dey 
biologisch aktiven Mucoiden fiihrt zu einem Mucoidpraparat, welche; 
das T-Agglutinogen enthiilt. 

Die chemische Zusammensetzung der Mucoide wurde ermittelt. 


Summary 


Mucoids containing neuraminic acid have been isolated from the 
stroma of human erythrocytes. They inhibit strongly the virus haemo. 
agglutination reaction and show marked properties spezific for the 
and N blood groups. The neuraminic acid is present as its NV =) 
derivative. Enzymic removal of the N- acetyl neuraminic acid causes a 
loss of biological activity. 

M and N agglutinogens are removed from human erythrocytes by 
the action of papain, while the cell receptors for the influenza vins 
are retained on the surface of the erythrocyte. A neuraminic acid 
containing mucoid has been isolated from the solution after the treat. | 
ment of erythrocytes with papain. The action of papain on biologically | 
active mucoids causes a loss of biological activity, although the carbo.| 
hydrate component remains unchanged. 

Enzymic removal of N-acetyl neuraminic acid from biologically’ 
active mucoids gives a mucoid preparation, which contains the T ag. 
glutinogen. 

The chemical constitution of the mucoids is reported. 


Prof. Dr. E. Klenk, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, Koh 
Lindenthal, Joseph-Stelzmann-Str. 52. 
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_ Lésung gelést und sofort mit 0,5 ml 
_ HClO, (1) bzw. Wasser (2) versetzt. 


Bd. 319 (1960) 


Enzymatische Bestimmung von Hyaluronsaure 


Von 
Helmut Greiling, Theodor Giinther und Traugott Eberhard 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitat Berlin 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. E. Schiitte) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Miirz 1960) 


Zur quantitativen Bestimmung von Hyaluronsiiure wurden turbi- 
dimetrische Methoden herangezogen. Die Ergebnisse sind jedoch ab- 
hingig vom Polymerisationsgrad. Eine zweite Gruppe von Methoden be- 
ruht auf der Hydrolyse der Hyaluronsiure und der quantitativen Be- 
stimmung ihrer Bausteine?. Alle diese Methoden sind aber nicht spezifisch 
fir Hyaluronsaure. 

Durch die Einfiihrung enzymatischer Methoden ist es gelungen, 
Substanzen einfach und spezifisch zu bestimmen. Im Prinzip ist jede 
Reaktion, bei der eine Lichtabsorbierende Verbindung entsteht oder 
verschwindet, fiir eine quantitative Bestimmung geeignet. 

Beim Abbau von Hyaluronsiure durch Bakterienhyaluronidase 
entsteht fast quantitativ ein Disaccharid, welches als 4,5-ungesattigtes 
Uronid 


3-0-[B-p-A4-5-Glucoseen-pyranosy]l-uronsadure]-2-acetamino-2-desoxy-D-glucose 





erkannt wurde. Nach K. Meyer ist das Enzym eine Endoglucosamini- 
dase®. 

Das entstehende ungesittigte Disaccharid und seine homologen 
Oligosaccharide haben ein Absorptionsmaximum bei 230 my. Die Ab- 
sorption der Hyaluronsiure dagegen ist bei dieser Wellenlinge gering 
(Abb. 1). 


Abb. 1. Absorptionsspektrum von 

Hyaluronséure vor (Kurven 1 und ] 
2) und nach Einwirkung von Bak- i 04 
terienhyaluronidase (Kurven I und 

II). Es wurden je 200 ug Hyaluron- 
sure 6Stdn. mit 100 ug Bakterien- 
Hyaluronidase behandelt und an- 12 
schlieBend 0,5 ml 21 proz. HC1O, (I) N 
bzw. Wasser (II) dem 3-ml-Ansatz 
zugesetzt. 200 ug Hyaluronsaure 5 
wurden in Phosphatpuffer-NaCl- ae ST Get. cee 


mL 








y} 
a 























1 Ausfihrliche Literatur bei H. Gibian, Mucopolysaccharide und Mucopoly- 


_ saccharidasen, Verlag F. Deuticke, Wien 1959. 


2 A. Linker, K. Meyer u. Ph. Hoffman, J. biol. Chemistry 219, 13 [1956]. 
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Die Extinktionszunahme bei der fermentativen Spaltung ist ay 
Aktivitatsbestimmung der Bakterienhyaluronidase geeignet®. Im fol. F 
genden zeigen wir, daB diese Methode auch zur quantitativen Lestin. 
mung der Hyaluronsiure angewendet werden kann. 





Material und Methoden % 


Ferment: Hyaluronidase aus Staphylococcus aureus*. Die Aktivita‘ wurde 
mit der spektrophotometrischen Methode* getestet. Sie betrug 30 E./mg Protein, 


Substrat: Kaliumhyaluronat, das wir aus Nabelschnur isolierten**. 


Ber. N 3,22 Glucosamin 41,2 Glucuronsaure 44,6 
Gef. N 3,1 Glucosamin 40,4 Glucuronsaure 44,0 


Der Testansatz in spitzen Zentrifugenglasern enthielt: 1,0 ml m/15 Phosphat. 
puffer, p6,4; 1,0 m/l 0,15m NaCl; 1,0 m/ Kaliumhyaluronat (in verschiedeney 
Konzentrationen in Phosphatpuffer gelést) und 0,1 ml Bakterien-Hyaluronidag 
(1 mg Enzymprotein/ml 0,15m NaCl). Zum Konitrollansatz wurde kein Substrat 
zugesetzt. ; 

Bei den Versuchen im eiweiBhaltigen Medium wurde in der Natriun. 
chlorid-Lésung 7% Serumalbumin gelést und 10 Min. bei 70° denaturiert. Am Ende 
der Inkubation wurde mit 0,5 ml 21 proz. Perchlorsiure enteiweiBt und 20 Min. bej 
5000 x g zentrifugiert. Im wasserklaren Uberstand wurde die Extinktion gegen 
einen hyaluronsaurefreien Leerwert gemessen. 

Um die Abhangigkeit der Methode vom Polymerisationsgrad der Hyal. 
uronsaure zu priifen, haben wir Hyaluronsaiure mit Testeshyaluronidase abgebaut: 

5 Ansatze zu je 100 mg Hyaluronsaiure in 20 ml 0,1m Acetatpuffer, py5,0, 
der 0,15m NaCl enthielt, wurden mit 100 I. E. Testeshyaluronidase inkubiert, 
Nach 4, 8, 15, 30 und 60 Min. wurde der Abbau durch 5 Min. langes Erhitzen in 
kochenden Wasserbad gestoppt. Die Ansaitze wurden vereinigt und nach Houck! 
bei verschiedener Alkoholsattigung fraktioniert. 

AuBerdem haben wir 200 mg Hyaluronsiure in 40 ml Acetatpuffer mit 3001. E. 
Testeshyaluronidase 44 Stdn. bei 37° inkubiert und danach in gleicher Weis | 
fraktioniert. 

Die Fraktionen wurden 2mal mit Alkohol umgefallt, mit Alkohol gewaschen 
und iiber Silicagel im Exsikkator getrocknet. 

Die Bausteinanalyse dieser Substanzen erfolgte fiir Glucosamin nach Winzler', 
fir Glucuronsaure nach Dische®, die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl] und 
der Reduktionswert nach Park und Johnson’. 


Der mittlere Polymerisationsgrad wurde errechnet nach: 
2x Hexosamin [uMol/mg] 





Reduktionswert [uMol N-Acetyl-glucosamin-Aquiv./mg] 
Die Michaelis-Konstante Ky und die Maximalgeschwindigkeit Vmax wurden} 
nach Lineweaver und Burk® ermittelt. 


3H. Greiling, diese Z. 309, 239 [1957]. 


4 J.C. Houck u. R.H. Pearce, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 


25, 607 [1957]. 

5 RK. J. Winzler, Methods of Biochemical Analysis 2, 279 [1955]. 

6 Z. Dische, J. biol. Chemistry, 167, 189 [1947]. 

? J. Park u. W. Johnson, J. biol. Chemistry 181, 149 [1949]. 

8 H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 

* Wir danken der Firma Organon Inc., Oss, Holland, fir die groBziigige 
Uberlassung von Staphylococcen-Hyaluronidase. 

** Tn einigen Versuchen haben wir Kaliumhyaluronat der Firma Schering AG, 











Berlin verwandt, fiir dessen freundliche Uberlassung wir Herrn Dr. Gibian danken. 
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Ergebnisse 


Wir haben durch Messen der Extinktionszunahme bei 230 my die 
optimalen Reaktionsbedingungen der Bakterien-Hyaluronidase 
getestet. Das py-Optimum lag bei pu 6,4, das Temperaturoptimum bei 
379, Wurde an Stelle der 0,15m NaCl Phosphat-Ringer-Lésung genommen, 
so hatte dies keinen Einflu8 auf die Aktivitat des Fermentes. 

Die Reaktionsgeschwindigkeit unter unseren Bedingungen 
zeigt Abb. 2. Nach 6 Stdn. sind 85—90% der Hyaluronsiure abgebaut. 
Wir haben deshalb bei allen Hyaluronsiurebestimmungen 6 Stdn. bei 
379 inkubiert. 
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Abb. 2. Geschwindigkeit des Abbaues von Hyaluronsiure mit Bakterien-Hyal- 

uronidase. Die Versuchsansitze enthielten je 2 ml Phosphatpuffer, p76,4, 1 ml NaCl, 

100 ug Bakterien-Hyaluronidase und 80, 160 bzw. 240 ug Kaliumhyaluronat. Zu 
den angegebenen Zeiten wurde die Extinktion bei 230 my gemessen. 


. Die Giltigkeit des Beerschen Gesetzes haben wir durch Auf- 
stellen von Eichkurven gepriift. Abb. 3 zeigt ein Beispiel. Die Eichkur- 
ven verlaufen linear bis zu 700 ug Hyaluronsiure pro Ansatz. Héhere 
Konzentrationen sind wegen der groBen Extinktion nicht mehr genau 
zu messen. Die Eichkurven waren gut reproduzierbar. Der mittlere Feh- 
ler bei verschiedenen MeBreihen betrug ++ 5%. 














SK "A 
Abb. 3. Hyaluronsaure-Eichkurve.ImAn-  & WA 
satz befanden sich 2 ml Phosphatpuffer, wi 
pu 6,4, 1,0 ml 0,9proz. NaCl, 100 yg 





Bakterien-Hyaluronidase und steigende 

Mengen Kaliumhyaluronat. Nach 6 Stdn. 02 a 

wurde die Extinktion bei 230 my ge- ; 
messen. Abszisse: ug Hyaluronsaure. 
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Abhangigkeit vom Polymerisationsgrad 

Wir haben Hyaluronsiure-Fraktionen verschiedenen Polymer. 
sationsgrades durch enzymatische Hydrolyse mit Testes-Hyaluroniday 
hergestellt. Die Analysenwerte dieser Fraktionen sind in der Tabelle ent. 
halten. Von den einzelnen Fraktionen haben wir die Michaelis-Konstante, 
(Ku), die Maximalgeschwindigkeiten (Vmax) und die Extiniktiony. 
zunahmen (A4£) fiir 150 ug Substrat nach 6 Stdn. Einwirkung von Bak. 
terien-Hyaluronidase bestimmt. Es zeigte sich, daB Ku und Vinay bis 
zur mittleren Kettenlinge von 8 unabhiingig vom Polymerisationsgrai 
sind. Die Extinktionszunahme der verschiedenen Fraktionen ist bis x 
einer Kettenlinge von 20 unabhingig vo.: der GréBe des Molekiils. Ens 
beim Polymerisationsgrad 8 ist die Extinktionszunahme um 12°% yer. 
mindert. 
Analysenwerte, mittlerer Polymerisationsgrad, Michaelis-Konstanten K ™ und 


maximale Reaktionsgeschwindigkeiten verschiedener Hyaluronsaure-Fraktionen 
nach fermentativer Hydrolyse mit Testeshyaluronidase. Der aus den Analysen. 


werten berechnete mittlere Polymerisationsgrad wird in Monosaccharideinheiten 


pro Molekiil ausgedriickt. In der letzten Spalte ist die Extinktionszunahme Af 


nach 6stdg. Abbau von 150 ug Substanz durch 100 ug Bakterien-Hyaluroniday | 
































angegeben. 
Red. Wert mittl. 
: [uMol Poly- 
Glucos- | Stick- | Glucuron-|N-Acety]l- wena K Vmax 
Frakt.| amin stoff saure glucos- | oats i nt (us! AE 
[aMol/mg}|[“Mol/mg][uMol/mg}] amin- | Cn. |{6/00m!) agin 
quiv./ grad 
mg] 
I. 2,35 2,29 2,27 0,0250 | 184 |1,1-10-1] 67 0,282 
II. 2,30 2,39 2,14 0,0425 | 108 |1,0-10-1| 66 0,274 
Til. 2,29 2,14 2,17 0,0520 88 |1,1-10-1] 67 0,291 
IV. 2,25 2,28 2,17 0,0622 72 {}1,0-10-1) 67 0,280 
V. 2,30 2,24 2,31 0,1265 36 |1,0-10-1] 68 0,283 F 
VI. 2,28 2,33 2,16 0,1800 25 10,95-10-1| 67 0,275 
VII. 2,24 2,26 2,16 0,2290 20 |1,0-10-1] 67 0,286 
VIII.| 2,31 2,34 2,17 0,5560 8 |1,0-10-1| 66 0,247 


Anwendung auf eiweiBhaltige Flissigkeiten: Als eiweib. 
haltige Fliissigkeit wihlten wir eine Lésung von Rinderserumalbumin 
in Kochsalzlésung. Nach 6stdg. Inkubation wurde mit Perchlorsiure 
enteiweiBt und im Uberstand die Extinktion gemessen. Wir haben ¢i- 
weiBfreie Ansitze in gleicher Weise behandelt, sie ergaben innerhalb 
des MeBfehlers die gleichen Extinktionen. Die auf diese Weise gefundenen 


Kichkurven verlaufen jedoch steiler als entsprechene Eichkurven in per: |) 


chlorsiurefreiem Medium. Die Ursache hierfiir ist die Zunahme des Ex- 
tinktionskoeffizienten des ungesittigten Disaccharides in Gegenwart 
von Perchlorsaiure (vgl. Abb. 1). Bei der Bestimmung der unbekannten 
Probe ist es daher zweckmiaBig, einige Ansiitze mit bekannten Hyaluron- 
siuremengen als Eichkurve mitlaufen zu lassen. 
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Diskussion 


Die Methode zeichnet sich durch Einfachheit und Spezifitat aus. 
a-Heparin, Chondroitinschwefelsiure A und B werden von dem Ferment 
nicht abgebaut. Chondroitin wird nur in geringem Mae gespalten; das 
py-Optimum dieser Spaltung ist auferdem nach der sauren Seite ver- 
schoben, bei der gleichen Ionenstirke von 0,12 liegt es bei px 5,7. Bei- 
mengungen von Chondroitin bis zu 30% der Hyaluronsiuremenge stéren 
die Bestimmung nicht. «-Heparin und die Chondroitinschwefelsiuren A 
und B hemmen jedoch die Bakterienhyaluronidase kompetitiv®. In 
Gegenwart gréBerer Mengen dieser Substanzen muB deshalb der enzy- 
matischen Bestimmung eine Abtrennung der Hyaluronsiure voraus- 
gehen. Dies ist ebenfalls erforderlich, wenn im UV-Licht stark absor- 
bierende Verbindungen, die durch Perchlorsiure nicht gefallt werden, 
vorliegen, z. B. héhere Konzentrationen an Nucleotiden. Die Methode 
ist beim Abbau der Hyaluronsiure bis zu einem Molekulargewicht von 
etwa 4000 unabhingig vom Molekulargewicht. Bei einem mittleren 
Molekulargewicht von 1600 hat jedoch die Extinktionszunahme nach 
éstdg. Einwirkung von Bakterien-Hyaluronidase um etwa 12% abge- 
nommen. Dieses Ergebnis lift sich mit der Abnahme der spaltbaren 
Bindungen bei kleinerem Polymerisationsgrad erkliren. 


Bei der Hyaluronsiurebestimmung in eiweiBhaltigen Lésungen 
haben wir diese vorher denaturiert, um an Protein gebundene Hyaluroni- 
dase-Inhibitoren auszuschalten. Die Denaturierungstemperatur von 70° 
erwies sich als giinstig fiir die anschlieBende Enteiweifung mit Perchlor- 
siure. Die Zentrifugate hatten danach eine geringere Eigenextinktion 
als nach Denaturierung bei 56°. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Unter- 
stiitzung dieser Arbeit. 


Zusammenfassung 


Zur quantitativen Bestimmung der Hyaluronsiure wird die Ex- 
tinktionszunahme bei 230 my unter der Einwirkung von Bakterien-Hy- 
aluronidase gemessen. Das Beersche Gesetz ist zwischen 20 ug und 
700 ug Hyaluronsiure erfiillt. Die Methode ist vom Polymerisations- 
grad der Hyaluronsiure bis zum Molekulargewicht 4000 unabhiingig. 


Die Bestimmung ist in biologischen Fliissigkeiten anwendbar. Der 
mittlere Fehler betraigt + 5%. 


Summary 


Hyaluronic acid is determined quantitatively by measurement of 
the increase in optical density at 230 my in the presence of bacterial 


® H. Greiling, Th. Ginther u. T. Eberhard, unverdéffentlicht. 
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hyaluronidase. Beer's law is obeyed between 20g. and 700 yg. hyal. 
uronic acid. Above a molecular weight of 4000, the method is inde. 
pendent of the degree of polymerisation of the hyaluronic acid. The 
determination can be used for biological fluids. There is an averag: error 


of + 5%. 
Dr. Theodor Giinther, Physiologisch-Chemisches Institut der Freien Univer. 


sitat, Berlin-Dahlem, Lentzeallee 75. 
Dr. Helmut Greiling, Rheumaforschungsinstitut, Landesbad Aachen. 
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Die stereochemische Spezifitat der Leberesterase 
als Grundlage fiir die systematische Ordnung des Tier- 
reiches am Beispiel der Simiae (Affen) 


(I. Mitteil. iber Fermentsysteme und ihre Spezifitat in Beziehung zur 
systematischen Ordnung des Tier- und Pflanzenreiches) 
Von 
Eugen Bamann, Elsa Ulimann und Herbert Gebler 
Aus dem Institut fir Pharmazie und Lebensmittclchemie der Universitit Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1960) 
Herrn Prof. Dr. Dr. K. W. Merz gewidmet anlaBlich seines 60. Geburtstages 


I. Die Spezifitat von Enzymen im Dienst der Verwandt- 
schaftsforschung 

Wihrend es an Versuchen, pflanzliche und tierische Zellinhaltsstoffe 
in Beziehung zur systematischen Ordnung des Pflanzen- und Tierreiches 
zu bringen, nie gefehlt hat1, sind Bemihungen, Fermentsysteme und 
ihre Wirkungsspezifitat vom Gesichtspunkt der Verwandtschaftslehre 
zu sehen, selten. Dabei stellen die Enzyme ein Glied vor den ,,sekun- 
diren Inhaltsstoffen“ dar. Sie sind die Werkzeuge, durch die die Gene 
ihr ,,Werk der Merkmalsausprigung“ verrichten?. Es kénnte mehr als 
bisher versucht werden, iiber die Erforschung von Fermentsystemen 
neue Einblicke in die natiirliche Ordnung von Pflanzen und Tieren zu 


' gewinnen und diese Erkenntnisse noch offenen Problemen der Entwick- 


lungslehre dienstbar zu machen. 

Unter den Bemiihungen in dieser Richtung verdienen die Untersuchungen 
von Blagowestschenski und seinen Mitarbeitern®, beginnend um 1940, Er- 
waihnung. Es liegt ihnen die Betrachtung der Wirkungsweise der Enzyme — als 
eiweiBhaltiger Katalysatoren — in bezug auf die Herabsetzung der Aktivierungs- 
energie der von ihnen beschleunigten Reaktionen zugrunde. Der Betrag — ,,die 
Qualitét des Enzyms‘‘ —, um den die Aktivierungsenergie gesenkt wird, 148t sich 
messen. 

In dieser Fahigkeit der Enzyme auBert sich die Spezifitét von arteigenem 
Eiwei8. Wenn auch mit dieser Methode kein unmittelbarer Einblick in den Auf- 
bau dieser besonderen Gruppe von Proteinen zu erhalten ist, so dienen doch die 


1 Siehe hierzu u. a. H. Gebler, Dissertat. Univ. Miinchen 1958/59. 

2 A. Butenandt, Organische Chemie und Genetik, in: A. Todd, Perspec- 
tives in Organic Chemistry, Interscience Pubi. Ltd., New York, London 1956; 
K. H. Bauer, Klin. Wschr. 36, 1089 [1958]; F. Vogel, Dtsch. med. Wschr. 84, 
1825 [1959]. 

3 A. W. Blagowestschenski, Die biochemischen Grundlagen des Evolu- 
tionsprozesses der Pflanzen, Akademie-Verlag, Berlin 1955; weitere Ergebnisse 
dieser Arbeitsrichtung: K.-B. Augustinsson, Nature [London] 181, 1786 [1958]; 
N. O. Kaplan, M. M. Ciotti, M. Hamolsky u. R.E. Bieber, Science 
[Washinton] 131, 392 [1960]. 
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Reaktionen, die durch die Enzyme katalysiert werden, gewissermaBen als Indj. 
kator, um zu Aussagen iiber relative Unterschiede zu gelangen. Dariiber hinay 
scheint die ,,Qualitat“ der Enzyme mit den funktionellen Aufgaben der Organisme, 
verkniipft zu sein. Die Fahigkeit, die Aktivierungsenergie der katalysierten Reak. 
tion herabzusetzen, ist némlich um so gréBer, je héher das Individuum in de 
phylogenetischen Reihe steht‘. 

Ein anderer Weg, das Verhalten der Enzyme im Zusammenhang init de 
systematischen Ordnung des Tier- und Pflanzenreiches zu erkunden, ist yop 
uns ein Jahrzehnt frither eingeschlagen worden. Hierbei wird eine besonder 
Art der Substratspezifitat der Esterasen, ihre ,,Konfigurationsspezifitat“, 2). 
grunde gelegt. Diese ist ein Merkmal der esterspaltenden Fermente und }e. 
steht darin, daB bei der Spaltung racemischer Substrate ein ganz bestimmte 
Auswahlen im Gemisch der stereoisomeren Esterkomponenten zu beobachten ist, 
Das ,,optische Auswahlen“ ist eine komplexe Erscheinung, d.h. der Spaltungs. 
ablauf ist von einer ganzen Reihe Faktoren abhangig. Dadurch wird die Konfigu. 
rationsspezifitat zu einem differenzierten Charakteristikum der entsprechenden 
Esterase, die Esterase selbst aber zu einem iiberaus feinen und spezifischen 
Reagenz, dessen Verhalten auf ihre Herkunft Riickschlisse zulaBt. 

Die stereochemische Spezifitit der Esterasen zur systematischen 
Ordnung des Pflanzen- und Tierreiches und ganz allgemein zur Lésung 
biologischer Probleme zu verwenden, begann sich anzubieten, als wir 
in den Jahren 1928—1930 erkannten, daB die Leberesterasen von Indi. 
viduen verschiedener Tierarten — wobei diese Arten in keinem Fall 
ein und derselben Gattung angehéren (Hund, Schwein, Kaninchen, 
Pferd) — unterschiedliches optisches Auswihlen gegeniiber definierten 
Substraten betitigen®®. Bei Individuen ein und derselben Art 
wurde die optische Spezifitit iibereinstimmend, d.h. in engeren Grenzen 
konstant, gefunden. Eine unterschiedliche Bereitung der Enzympripa- 
rate bzw. der Enzymlésungen bleibt fiir die stereochemische Spezifitat 
dieser Enzyme im wesentlichen ohne Bedeutung’. Nachdem es an der 
Leberesterase des Menschen® gelungen war, die verwickelten Verhilt- 
nisse der Reaktionskinetik zu analysieren und aufzukliren, wurde fiir 
die Weiterentwicklung auf diesem Gebiete die Beobachtung entschei- 
dend, daB verschiedene menschliche Individuen, ganz gleich welchen 
Alters (vom Fétus bis zum Greis) und welchen Geschlechtes, mittels 
der stereochemischen Spezifitit ihrer Leberesterase nicht zu differen- 
zieren sind®. Selbst eine pathologische Verinderung der menschlichen 
Leber bei gewissen Erkrankungen bleibt nach den bisherigen Erfah- 
rungen ohne EinfluB auf die optische Spezifitat der Esterase?®. 


4 Soweit sich die Versuche auf die Katalase beziehen, ist — worauf in 
freundlicher Weise Herr Professor Dr. Dr. G.-M. Schwab hingewiesen hat — 


die Deutung der gemessenen Aktivierungsenergie wegen des méglichen Ketten- | 


charakters der Reaktion allerdings etwas ungewiB. 

5 E. Bamann, Ber. dtsch. chem. Ges. 62, 1538 [1929]. 

6 R. Willstatter, R. Kuhn u. E. Bamann, Ber. dtsch. chem. Ges. 61, 
886 [1928]. 

? KE. Bamann u. P. Laeverenz, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 2939 [1930]. 

8 G.-M. Schwab, E. Bamann u. P. Laeverenz, diese Z. 215, 121 [1933]. 

® E. Bamann,S. Mahdihassan u. P. Laeverenz, diese Z. 215, 142 [1933]. 

10 R. Ammon u. W.Geisler, Virchow’s Arch. pathol. Anatom. Physiol. 
klin. Med. 285, 286 [1932]. 
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Andererseits gelingt es, durch Zusiatze verschiedener charakterisie- 
render Fremdstoffe (z.B. Strychnin) eine noch weitergehende Kenn- 
geichnung dieser Enzyme zu erreichen™. 

Spiter hat die Ausdehnung dieser Versuche auf pflanzliche 
Lipasen einen weiteren Fortschritt der Erkenntnisse angebahnt: Aus 
den Ergebnissen der Untersuchung von Bamann und Mitarbeitern’® 
laBt sich ableiten, daB Pflanzen-Gattungen auf Grund des sterischen 
Auswihlens der Lipase (Samenlipase) unterscheidbar sind. Dariiber 
hinaus wurde aber auch in Nigella sativa und Nigella damascena ein 
Beispiel aufgefunden, das hinsichtlich der Arten einer Gattung ver- 
schiedene optische Spezifitit aufweist. DaB — wie im Tierreich er- 
kannt — Herkunft, Alterung und Behandlung des Enzyms wohl quan- 
titative Unterschiede im sterischen Auswihlen bedingen kénnen, den 
charakteristischen Habitus der [«]p-Kurven und die Tendenz der Er- 
scheinungen aber nicht verindern, bestitigen die Befunde an der 
Samenlipase von Chelidonium majus auch fiir das Pflanzenreich?*. 

Es ist somit eir Problem von groBer Tragweite, ob und in welchem 
AusmaB die Konfigurationsspezifitat fiir die Erforschung der bio- 
chemischen Evolution in der phylogenetischen Entwicklung der Indi- 
viduen mitherangezogen werden kann. 


Il. Die systematische Ordnung der Simiae auf Grund der 
Konfigurationsspezifitat der Leberesterasen 


1. Gattungsmerkmale 

An neun Gattungen bzw. Untergattungen der Subordo Simiae, 
von denen fiinf zur Familie der Cercopithecidae, eine zur Familie der 
Cebidae und eine zur Familie der Callithricidae gehéren, zeigt sich, daB 
die stereochemische Spezifitiét der Leberesterasen zum Problem der 
Unterscheidung von Gattungen bzw. Untergattungen beitragen 
kann. Betrachtet man namlich das spezifische Drehungsvermégen der 
durch das Enzym abgespaltenen Mandelsiure als Funktion des Spal- 
tungsgrades (in einer Kurve), so sieht man, daB die Kurven in Tendenz 
und im Niveau ihres Verlaufes verschieden sind und sich nicht zur 
Deckung bringen lassen. Dieser Befund ist am Beispiel von Leontocebus 
rosalia, Cercopithecus aethiops und Cebus fatuellus in der Abbildung 
deutlich gemacht. Demgegeniiber sind die Kurvenbilder bei Arten 
einer Gattung einander ahnlich. So miissen also bei den Esterasen 
gattungsspezifische Unterschiede vorhanden sein. Da8 das optische 
Auswihlen der Leberesterase — schon friiher beim Menschen® beob- 


11 EF. Bamann u. P. Laeverenz, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 394 [1930]. 

22 E. Bamann, E. Ullmann, A. Schuegraf u. R. Boshart, Biochem. Z. 
825, 170 [1954]. 

3 E. Bamann, R. Boshart u. E. Ullmann, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. 
pharmaz. Ges. 292/64, 602 [1959]. 

14 W. Fiedler in H. Hofer, A. H. Schultz u. D. Starck, Primatologia, 
Handb. d. Primatenkunde I, S. Karger, Basel, New York 1956. 
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achtet — von Geschlecht und Alter und damit auch vom Entwickl 
zustand des Individuums unabhingig ist, erweist sich bei den Simigg 


erneut. 
+160° 
| +1,0° 
led, | 
+120° 


+7100° 


+40° NS 












































_— ae 
\ ies. 
@ 
+40° 
Xn 
7 ee 
+ 0° 3a 
—m90 
a 0 10 20 30 
% Spaltung —=— 


Das spezifische Drehungsvermégen der Mandelsaure als Funktion des Spaltungs- 
grades (,,Normalkurven‘ 15) 
la: Leontocebus rosalia; 3a: Cebus fatuellus; 7a: Cercopithecus aethiops 


Durch Verainderung der Substratkonzentration sowie durch 
Zusatz verschiedener Stoffe, z.B. der Hydrolyseprodukte des Sub- 
strates oder optisch aktiver Fremdstoffe (wie Strychnin), laBt sich das 
jeweilige Charakteristikum, das innerhalb der Arten einer Gattung 
gleich, zwischen den Gattungen bzw. Untergattungen einer Familie 
aber verschieden ist, in erweitertem Umfang bestatigen. 

Wie Untersuchungen an Esterasen anderer Individuen gezeigt haben, kénnen 
zwei Enzymtypen unterschieden werden'*: 


18 Unter ,,Normalkurve“ verstehen wir diejenige [«]p-Kurve, die sich bei 
»normalem Versuchsansatz (50 cm*: 0,25 g racem. Mandelsaure-athylester, 2g 
Phosphatpuffer, px 7,0) ergibt. 

16 E. Bamann u. R. Ammon, Die stereochemische Spezifitat der ester- 
spaltenden Enzyme, in: E. Bamann u. K. Myrback, Die Methoden der Fer- 
mentforschung, G. Thieme, Leipzig 1941, New York 1945, S. 1704 u. zw. S. 1713. 
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Der Enzymtyp 1, zu dem u. a. die Esterase der Leber des Schweines ge- 
hért, andert sein optisches Auswahlen bei variierter Substratkonzentration nicht. 

Beim Enzymtyp 2 dagegen sind die Verhaltnisse komplizierter. Hier wer- 
den bei veranderter Substratkonzentration nicht nur die Spaltungsgeschwindig- 
keit, sondern auch DrehungsgréBe bzw. Drehungssinn der vom Enzym abgespal- 
tenen Mandelsaure betroffen. Dies beruht vornehmlich auf dem Einflu8 der Hydro- 
lyseprodukte, die bei der Durchspaltung des Substrates in zunehmender Konzen- 
tration anfallen. Zu diesem Enzymtyp gehéren u.a. die Leberesterasen des 
Menschen und des Mantelpavians, deren optisches Auswahlen im ersten Falle 
durch das Spaltungsprodukt Alkohol, im zweiten durch das Spaltungsprodukt 
Saure verandert wird 17.818, 

Die untersuchten Esterasen aus der Subordo Simiae gehéren mit 
einer einzigen Ausnahme zum Enzymtyp 2. Der komplizierte Reak- 
tiosmechanismus dieses Typs gestattet eine bessere Kennzeichnung 
der Enzyme. 

Der EinfluB der Substratkonzentration bei den Esterasen 
der einzelnen Gattungen ist sehr unterschiedlich: 

Beispiel dafiir sind die Esterasen von Individuen aus den Gattungen 
Cercopithecus (Untergattung: Cercopithecus), Papio (Untergattung: Pa- 
pio) und Macaca (Untergattung: Rhesus)?®. 

Bei ersterer beeinfluBt die Substratkonzentration das optische Aus- 
wihlen und die Spaltungsgeschwindigkeit, im zweiten Fall wird unter 
bestimmten Bedingungen nur die Spaltungsgeschwindigkeit, bei letzterer 
nur das optische Auswihlen verindert (Tab. 1 und 3). 

Auch ein Zusatz der Spaltungsprodukte des Substrates 
(Mandelsiiure bzw. Athanol) zu den Versuchsansatzen triigt zur Cha- 
rakterisierung bei: 

Athanol wirkt sich auf das optische Auswihlen der Esterasen aus 
den Untergattungen Cercopithecus und Rhesus aus, wihrend die 
Esterasen der Gattung Cercocebus und Untergattung Cynomolgus auf 
Athanol nicht ansprechen (Tab. 2 und 4). 

Der Zusatz von racem. Mandelsiiure liBt das optische Auswiihlen 
der Esterasen aller untersuchten Arten unbeeinfluBt. Allerdings haben 
Untersuchungen von Bamann und Laeverenz?® ergeben, daB die 
Leberesterase des Mantelpavians durch den Einflu8 des Spaltungs- 
produktes Mandelsiure auf das optische Auswihlen und die Spaltungs- 
geschwindigkeit gekennzeichnet ist. Es ist daher méglich, da8 bei der 
Untersuchung weiterer Affenarten dieses Merkmal sich wiederfindet und 
ein Identifizierungscharakteristikum darstellt. 

Die Esterase der Arten der Gattung Cebus kann dem Enzymtyp 1 
zugeordnet werden: 

Das Enzym der Individuen dieser Gattung zeigt gegeniiber den 
Isomeren im Racemat auch nach Zusatz optisch aktiver Fremdstoffe 








17 EK. Bamann u. P. Laeverenz, Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 897 [1931]. 
18 EK. Bamann u. P. Laeverenz, diese Z. 228, 185 [1934]. 
19 H. Gebler, Dissertat. Univ. Miinchen 1958/59. 
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sowie bei variierter Substratkonzentration und auf Zusatz der Spal. 
tungsprodukte des Substrates unverindertes optisches Auswihlen. Ver. 
anderte Versuchsbedingungen bewirken hier nur eine Hemmunz ode 
Beschleunigung der Spaltungsgeschwindigkeit (Tab. 1 und 2). 

Ein besonders prignantes Beispiel fiir die Anwendbarkecit der 
stereochemischen Spezifitat zur systematischen Ordnung sind die 
Esterasen der Individuen der ehemaligen™ Gattungen Miopithecus, 
Cercopithecus und Lasiopyga, deren Arten heute in einer einzigen Gat. 
tung Cercopithecus zusammengezogen worden sind. 

Legt man der Kennzeichnung der ehemaligen Gattungen die stereo. 
chemische Spezifitat der Leberesterasen zugrunde, so erscheinen die 
Arten der drei Gattungen unter sich niher verwandt als aus den iilteren 
Systemen zu schlieBen war: 

Das Verhalten der Esterasen der Individuen aus diesen drei ehe. 
maligen Gattungen ist in bezug auf Verlauf der ,,Normalkurve“! 
(Tab. 3), EinfluB der Substratkonzentration (Tab. 3) und EinfluB der 
Spaltungsprodukte (Tab. 4) iibereinstimmend, obwohl Unterschiede hin. 
sichtlich der stereochemischen Spezifitét zu erwarten gewesen wiiren, 
Wire in dem heute giiltigen System’ die Zusammenziehung der bis. 
her drei Gattungen zu einer Gattung inzwischen nicht crfolgt, so hatte 
man in den Ergebnissen unserer Untersuchung einen Hinweis auf eine 
notwendige Uberpriifung bzw. Revidierung der bisherigen Syste. 
matisierung im Sinne der inzwischen erfolgten Berichtigung sehen miissen, 


2. Artmerkmale 


Die Moéglichkeit einer Unterscheidung der Arten mit Hilfe 
der stereochemischen Spezifitit ist fraglich. Die ,,Normalkurven“» 
lassen sich zwar nicht vollkommen zur Deckung bringen, doch sind die 
Unterschiede im optischen Auswihlen bei Individuen der Arten 
einer Gattung bzw. Untergattung in genau so engen Grenzen gelegen, 
wie sie bei verschiedenen Individuen ein und derselben Art 
(5 Individuen der Art Macaca mulatia; 3 Individuen der Art Macaca 
trus; 2 Individuen der Art Cercopithecus talapoin; 2 Individuen der 
Unterart Cercopithecus aethiops callitrichus) erhalten werden!?®. 


Es bleibt spiteren Untersuchungen vorbehalten, zum Problem der 
Unterscheidung von Arten weitere Beobachtungen zu sammeln. 


Die Uberlassung des tierischen Materials verdanken wir der ,,Stiftung zur 
Erforschung der Spinalen Kinderlahmung und der Multiplen Skle- 
rose‘, Hamburg — insbesondere Herrn Prof. Dr. Heinrich Pette sowie Frau 
Dr. Edith Pette —, der Direktion und Verwaltung des Zoologischen Gartens, 
Hannover, insonderheit Herrn Direktor L. Ruhe, sowie der Direktion der Beh- 


ringwerke AG, Marburg (Lahn). — Dem Verband der Chemischen Indu. }, 


strie — Fonds der Chemischen Industrie — sprechen wir fiir die uns gewahrten 
Forschungsbeihilfen unseren aufrichtigen Dank aus. 


21 A. E. Brehm, Brehms Tierleben, 4. Aufl., Bibliograph. Institut, Leipzig- 
Wien 1916, Bad. 4. 
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Tab. 4. Der EinfluB von Athanol bzw. racem. Mandelsaure auf die stereoche mische 
Spezifitat der Leberesterasen von Individuen aus Cercopithecus-Arten. 


Die Analysenproben von 50 cm® enth.: Enzymlésung entspr. angegebener. E..f,. 
0,25 g racem. Mandelsaure-athylester; 2 g Phosphatpuffer, py 7,0; t = 25°, 














Zusatz v.racem.| Zusatz von 
Mandelsaure Athanol 
we Zeit | Ohne Zusatz | (3307 4. theor. | (70% d. theor. 
Prap.Nr E.-E.| in abspaltb.Menge) |abspaltb. Menge) 
ne Stdn.| Abgespaltene | Abgespaltene | Abgespaltene 
Mandelsaure Mandelsaure Mandelsaure 
% | (lo | %| [elo | %| lab 
C. talapoin®22 0,5 | 10 | 9,2 | +75,6° 5,7 | + 50,0 
da 
C. aethiops calli- 
trichus®° 0,5 | 10 | 5,0 | +90,6° 3,9 | +59,9° 
5b 24 7,6 | +86,8° | 8,6 | +55,0° 
48 17,9 | +69,0° 
C. cephus?0%3 0,5 | 10 | 2,4 | +99,6° 2,0 | +73,0° 
6a 20 
24 | 5,6 | +80,0° 4,8 | + 63,8° 
C. aethiops 1,0 2 | 3,3 | +93,2° 
7a 2,5 2,9 | +67,4° 
4 | 6,6 | +75,0° | 3,2 | +92,0° 
8 8,8 | +51,2° 
10 7,2 | +172,4° 
C. nictitans?®,?8 0,5 | 10 | 5,1 95,0° 3,9 | +60,8° 
8a 24 9,2 | +59,2° 
C. Uhoesti2: 1,0 | 10 | 5,0 + 84,6° 4,3 | + 60,8° 
9a 24 113,5 73,4° | 6,6 | +78,6° | 9,8 | +58,0° 
48 14,0 | +67,4° 




















Beschreibung der Versuche 








I. Das optische Auswahlen der Leberesterasen von Individuen ver- 
schiedener Affenarten 


Aus der ausfiihrlichen Darstellung der experimentellen Befunde?!® ist in den | 


Tab. 1—4 nur eine Auswahl der Belege wiedergegeben. 
II. Methodik 


Uber Enzymmaterial (Verarbeitung der Frischlebern, Herstellung der | 
Enzymlosungen, Esterase-Einheiten, Kennzeichnung der Leberesterase-Praparate), | 
Versuchs-Ansatz und -Temperatur sowie Aufarbeitung des Versuchs- | 


ansatzes siehe bei Bamann und Gebler™ oder Gebler?®. 


Am Beispiel der Simiae (Affen) wird gezeigt, daB die ,,stereo- 
chemische Spezifitat“ der Esterase der Leber ein Charakteristikum der | 


Zusammenfassung 


“4 E. Bamann u. H. Gebler, diese Z. 318, 82 [1960]. 
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Gattungen ist: Erst die Gattungen unterscheiden sich bei den 
Simiae auf Grund dieses Merkmals, wihrend Individuen derselben 
Art und die verschiedenen Arten einer Gattung mit Hilfe der 
Konfigurationsspezifitat der Leberesterase nicht unterscheidbar sind. 


Bei den ehemaligen Gattungen Miopithecus, Cercopithecus und La- 
siopyga, die als Arten heute in einer einzigen Gattung Cercopithecus 
qusammengezogen worden sind, wird in Ubereinstimmung mit der 
neueren Berichtigung Gleichheit der stereochemischen Spezifitat 


gefunden. 
Summary 


It is shown, taking Simiae (monkeys) as an example, that the 
stereochemical specificity of the liver esterase is a characteristic of the 
genus. Differences are only found between genera: neither the indivi- 
duals of the same species, nor the different species of one genus show 
any difference in the stereochemical specificity of their liver esterase. 

The modern classification of the old genera, Miopithecus, Cerco- 
pithecus and Lasiopyga into the single genus Cercopithecus is supported 
by the identical stereochemical specificity of their liver esterase. 


Prof. Dr. E. Bamann, Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der 
Universitat, Miinchen 15, PettenkoferstraBe 14a. 








Bd. 319 (1960) 


Die Superfamilie Hominoidea 
vom Gesichtspunkt der Konfigurationsspezifitat der Esterase 
der Leber von Silbergibbon, Orang-Utan, Schimpanse und 
Mensch 


(II. Mitteil.’ iiber Fermentsysteme und ihre Spezifitat 
in Beziehung zur systematischen Ordnung des Tier- und Pflanzenrciches) 


Von 
Eugen Bamann und Herbert Gebler 
Aus dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitat Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7: Mirz 1960) 


Herrn Professor Dr. Karl Myrbdck zu seinem 60. Geburtstag freundschaftlich zu. 


geeignet 


Die ,,Superfamilia Hominoidea‘’ wird in dem 1956 erschienenen 
Handbuch der Primatenkunde? in die 3 Familien Hylobatidae, Pongida 
und Hominidae unterteilt. Die Familie Hylobatidae gliedert sich auf in 
die zwei Gattungen Hylobates und Symphalangus, wobei im Falle der 
Gattung Hylobates die 2 Untergattungen Hylobates und Brachitanytes 
unterschieden werden; die Familie Pongidae enthilt die drei Gattungen 
Pongo, Pan und Gorilla. In der Familie Hominidae findet sich als ein. 
zige Gattung Genus Homo. 

Die verwandtschaftliche Stellung von Silbergibbon (Genus Hy. 
lobates, Subgenus Hylobates), Orang-Utan (Genus Pongo), Schim. 
panse (Genus Pan) und Mensch (Genus Homo) ist in dieser Systematik 
diejenige von Individuen verschiedener Gattungen. 

In unserer vorausgehenden Untersuchung! haben wir auf die Frage, 


ob und in welcher Weise man die stereochemische Spezifitat der Esterase | 
der Leber in Beziehung zur systematischen Ordnung des Tierreiches | 


bringen kann, das Ergebnis erhalten, daB diese Spezifitat ein Charak- 
teristikum der Gattungen wire: Erst die Gattungen unterscheiden 
sich bei den Simiae auf Grund dieses Merkmales, wihrend Indivi- 
duen derselben Art und die verschiedenen Arten einer Gat- 





tung mit Hilfe der Konfigurationsspezifitit der Leberesterase nicht | 


unterscheidbar sind. 


[1960], vorstehend. 


2'W. Fiedler in: H. Hofer, A. H. Schultz, D. Starck, u. Primatologia, | 


Handb. d. Primatenkunde I, S. Karger, Basel, New York 1956. 


1 I. Mitteil.: E. Bamann, E. Ullmann u. H.Gebler, diese Z. 819, 167 | 
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Beeindruckt durfte man von dem Ergebnis sein, daB die stereo- 
chemische Spezifitat der ehemaligen* Gattungen Miopithecus, Cerco- 
pithecus und Lasiopyga, deren Arten heute? in einer einzigen Gattung 
Cercopithecus zusammengezogen worden sind, gleich war. . 

Beim Vergleich der Konfigurationsspezifitat der Esterase der Leber 
yon Silbergibbon, Orang-Utan, Schimpanse und Mensch wird 
das erwihnte Prinzip der Gattungsverschiedenheit dieser Spezifitat im 
Falle des Silbergibbon, des Orang-Utan und des Schimpansen 
wieder gefunden: Die stereochemische Spezifitit der Leberesterase ist 
bei diesen Tieren so verschieden voneinander, daB deren Zugehérigkeit 
mu verschiedenen Gattungen ohne weiteres gefolgert werden muB. 
Demgegeniiber verhalt sich die Esterase aus der Leber des Menschen 
in ihrem optischen Auswihlen iiberraschenderweise genau so wie jene 
des Schimpansen. Hier fehlt also das fiir Gattungen geltende Merk- 
mal der Verschiedenheit; es besteht Gleichheit, wie sie sonst nur unter 
Arten iiblich ist. Man mu8 zu der Annahme kommen, da8B bei beiden 
Leberesterasen auf Grund ihrer gleichen Wirkungsspezifitat auch weit- 
gehende Ahnlichkeit oder sogar Gleichheit in der chemischen Struktur 
ihrer Molekel vorliegt. Eine evolutionsbedingte Anderung, wie sie sonst 
von Gattung zu Gattung in Erscheinung tritt, ist hier nicht mehr 
festzustellen. Es erscheint der RiickschluB erlaubt, daB die fiir die Wir- 
kungsart, letzthin fiir die Synthese der Leberesterase verantwortlichen 
Gene beim Menschen keine anderen sind als beim Schimpansen. 

Etwa zur selben Zeit, als wir diese Ergebnisse gewannen, haben unabhangig 
von uns Baitsch und Stumpf? bei einem immunelektrophoretischen Vergleich 
von Menschen- und Schimpansenserum die schon bekannte Prazipitatreaktion 
Mensch—Schimpanse erneut bestatigt; die elektrophoretische Auftrennung er- 
méglichte dariiber hinaus den Nachweis, da8 Albumin und mehrere Globuline 
eines Schimpansenserums mit Anti-Humanserum (von Kaninchen) prazipitieren. 

_ Mit besonderem Interesse muB der Priifung der Spezifitaitsverhalt- 
nisse beim Gorilla (Genus Gorilla) entgegengesehen werden, da sich 
noch keine einheitliche Auffassung dariiber durchgesetzt hat, ob 
zwischen Gorilla und Mensch oder Schimpanse und Mensch die engeren 
Beziehungen bestehen: Auf der einen Seite wird dem Gorilla die weiter- 
gehende Verwandtschaft zuerkannt — das Vorhandensein einer solchen 
wirde rechtfertigen, daB die Gattung Gorilla der Gattung Homo im 
System unmittelbar vorangestellt ist? —, auf der anderen Seite wird 
dem Gorilla nur ein auf Konvergenzerscheinungen beruhender, dem 
Menschen aduBerlich ahnlicher Habitus zugestanden. Die Kenntnis der 
Spezifitiitsverhaltnisse beim Gorilla kénnte auch zur Klirung der Frage® 
beitragen, ob sich Gorilla, Schimpanse und Mensch aus einem gemein- 
samen Vorfahren entwickelt haben oder ob die Abzweigung des Men- 
schen vor der Aufspaltungsphase der Pongidae anzusetzen ist. 

3 A. E. Brehm, Brehms Tierleben, 4. Aufl., Bibliograph. Institut, Leipzig- 
Wien 1916, Bd. 4. 


4H. Baitsch u. W. Stumpf, Anthropolog. Anz. 28, 72 [1959]. 
5 A. Remane, I. c.2. 
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1. Die stereochemische Spezifitat der Leberesterase des 
Silbergibbon (Hylobates moloch) 


Im_,,Normalversuchsansatz‘‘!, dem eine Konzentration 0,25 g 
racem. Mandelsiure-athylester/50 cm* zugrunde liegt, wird die (—). 
Komponente des Esters rascher gespalten; Erniedrigung der ster. 
konzentration (0,125 g/50 cm) fiihrt zu noch stirkerer, Erhéhung der 
Esterkonzentration (0,5 g/50 cm*) zu schwicherer Bevorzugung des 
(—)-Esters. Dies bedeutet eine Abhingigkeit des Auswahlens von der 
Substratkonzentration in dem Sinne, daB mit einer Abnahme derselben 
eine zunehmende Bevorzugung der (—)-Esterspaltung — bei gleich. 
zeit:ger Abnahme der Umsetzungsgeschwindigkeit — in Erscheinung 
tritt. 

Zusatz des Spaltungsproduktes Mandelsiure (100% der theor. 
abspaltb. Menge racem. Mandelsiiure) bewirkt im _ ,,Normalversuchs. 
ansatz‘‘ eine Erhéhung der negativen [«]p-Werte der durch das Enzym 
abgespaltenen Mandelsiure und Hemmung der Umsetzungsgeschwindig. 
keit, wihrend das Spaltungsprodukt Athanol (100% der theor. ab. 
spaltb. Menge) bei einer Beschleunigung der Umsetzungsgeschwindig. 
keit das optische Auswihlen nicht beeinfluBt (Tab. 1). 


Die bei zwei Individuen der Art Hylobates moloch gewonnenen Er. 
gebnisse zeigten Ubereinstimmung. 


2. Die Leberesterase des Orang-Utan (Pongo pygmaeus abelii) 
in ihrer Konfigurationsspezifitat 


Auch bei diesem Enzym (Tab. 2) besteht Abhangigkeit des optischen | 


Auswiahlens von der Substratkonzentration in dem Sinne, daB mit Ver- 
ringerung der Racematkonzentration die Spaltung der (—)-Komponente 


in den Vordergrund tritt: Bei einer Konzentration 0,5 g/50 cm liegen | 


die [«]p-Werte um + 0°; bei einer Konzentration von 0,125 g/50 cm! 
findet man Anfangswerte von etwa —75°. Die Umsetzungsgeschwindig- 
keit ist bei der hohen Esterkonzentration 0,5 g/50 cm* am gréBten, sinkt 
bei Abnahme derselben (0,25 g/50 cm*), veraindert sich aber bei wei- 


terer Erniedrigung der Esterkonzentration (0,125 g/50 em’) nicht mehr. | 
Der Zusatz des Spaltungsproduktes Athanol beeinfluBt das op- 


tische Auswihlen im Sinne einer geringeren Bevorzugung der (—)-Ester 


Spaltung (Erniedrigung der negat. [«]»-Werte); das Spaltungsprodukt | 


Mandelsiiure ist hingegen ohne Einflu8 auf das optische Auswihlen. 
Die Umsetzungsgeschwindigkeit wird sowohl von Athanol als auch von 
Mandelséure gehemmt. 


Zusatz von Strychninsulfat verursacht bei Beschleunigung der 


Umsetzungsgeschwindigkeit Bevorzugung der (—)-Ester-Spaltung (Er- | 


héhung der negat. [«] p-Werte). 





dene en eee ce uane Desi 








as 4 Toharneterase eines Individuums der Art Hylobates moloch (Silbergibbon). 
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3 Das optische Auswahlen der Leberesterase bei Schimpanse 
(Pan troglodytes) und Mensch (Homo sapiens) 


Fir die Konfigurationsspezifitét der Esterase aus Lebern von 
Schimpanse und Mensch ergeben sich folgende gemeinsame Merkmale: 

Bei der hohen Racematkonzentration 0,5 g/50 cm? wird die (-+)- 
Komponente rascher gespalten, bei mittlerer Esterkonzentration (0,25 g/ 
50 em’) erfolgt fast gleich rasche Hydrolyse der beiden Komponenten, 
so daB die [«]p-Werte der isolierten Mandelsiure um -+ 0° liegen, bei 
noch niedrigerer Substratkonzentration (0,125 g/50 cm’) iiberwiegt die 
Spaltung der (—)-Komponente im Racemat. 

Beim Vorliegen der mittleren Esterkonzentration (,,Normal- 
versuchsansatz‘‘) kann man praktisch von einer ,symmetrischen“ 
Spaltung des Mandelsaure-athylesters sprechen. Wenn auch die spezif. 
Drehung der Mandelsiéure im Falle der Esterase der hier untersuchten 
Schimpansen-Leber geringe (—)-Werte und jene im Falle der Esterase 
der gepriiften Menschen-Leber geringe (+-)-Werte aufweisen, so ist der 
Habitus der Kurven doch als iibereinstimmend anzusehen. In gewissen 
engen Grenzen variiert die optische Spezifitat selbst von Individuum 
m Individuum der gleichen Art. 

Die Umsetzungsgeschwindigkeit nimmt beim Ubergang von hoher 
zu mittlerer Substratkonzentration ab, andert sich aber im Bereich von 
0,25 bis 0,125 g Ester/50 cm? nicht mehr. 

Auf Zusatz desSpaltungsproduktes At han ol bzw. Mandelsaure wird 
der Umsatz erniedrigt ; das optische Auswiahlen beeinfluBt aber nur der Alko- 
hol, wobeieine Bevorzugung der (++)-Ester-Spaltung zu positiven|«]p-Wer- 
ten der aus dem ,,Normalversuchsansatz‘‘ isolierten Mandelsaure fiihrt. 

Zusatz von Strychninsulfat erhéht die Umsetzungsgeschwindig- 
keit und gleichzeitig die Bevorzugung der (—)-Ester-Spaltung, so daB 
im ,,Normalversuchsansatz“ negative Werte fiir die spezif. Drehung der 
isolierten Mandelsdure resultieren (Tab. 3 und 4). 

Die bei zwei Individuen der Art Pan troglodytes gewonnenen Er- 
gebnisse zeigten Ubereinstimmung, ebenso diejenigen, die bei einer Reihe 
von Menschen des weiBen Hauptstammes erhalten wurden. 

Einen zusitzlichen Beweis fiir die gleiche Reaktionskinetik der 
Leberesterase des Schimpansen und des Menschen und damit fiir die 
weitgehende Ahnlichkeit der chemischen Struktur ihrer Molekeln sehen 
_ wir darin, daB in Versuchen, die im ,,Normalansatz‘‘ anteilig Esterase 
aus Schimpansen- und Menschenleber enthalten, ebenso ,,symmetrische“ 
Spaltung des Racemates vor sich geht wie in den getrennten Versuchen 
' mit dem Leberenzym des Schimpansen bzw. des Menschen. Das Er- 
gebnis solcher ,,Mischversuche“ ist deshalb besonders beachtenswert, 
weil wir aus friiheren ,,Mischversuchen“, beispielsweise solchen von 
_ menschlicher Leberesterase und Pankreaslipase*, wissen, welche ent- 
_ scheidenden Anderungen fiir die Resultate damit verbunden sind. 





§ EK. Bamann, Ch. Feichtner u. W. Salzer, Biochem. Z. 288, 310 [1936]. 
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4. Vergleichende Ubersicht der wesentlichen Merkmale de 
stereochemischen Spezifitat der Leberesterase von Silber. 
gibbon, Orang-Utan, Schimpanse und Mensch 


Eine Ubersicht iiber die wesentlichen Merkmale der Kontiguration, 
spezifitat der Esterase der Leber von Silbergibbon, Orang-Utan, Schin. 
panse und Mensch vermittelt die Zusammenfassung der Kennzeiche, 
des Reaktionsverlaufes in Tab. 5. Danach gehéren alle untersuchte 
Esterasen dem ,,Enzymtyp 2‘‘! an. Die Befunde geben weiter ein. 
deutig zu erkennen, daB bei Silbergibbon, Orang-Utan und Schimpans 
eine Zuordnung der Individuen zu verschiedenen Gattungen vorn. 
nehmen ist. Im Falle des Schimpansen und des Menschen sind alk 
gepriiften Merkmale der Konfigurationsspezifitét praktisch gleich. 

Die Ubersicht in Tab. 5 wird erginzt durch vier Kurvenbilder 
welche die spezifische Drehung der isolierten Mandelsaure als Funktion 
des Spaltungsgrades unter den Bedingungen des ,,Normalansatzes‘ 
widergeben. Daraus gehen ebenfalls die Verschiedenartigkeit des opti. 
schen Auswihlens der Esterase der Leber von Silbergibbon, Orang. 
Utan und Schimpanse und die Gleichheit dieser Erscheinung im Fall 
von Schimpanse und Mensch hervor. 
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Das optische Auswahlen der Esterase der Leber von Silbergibbon (I), Orang. 
Utan (II), Schimpanse (III) und Mensch (IV) im ,,Normalversuchsansatz‘. 


Die Uberlassung des tierischen Materials verdanken wir der Direktion und 
Verwaltung des Zoologischen Gartens Hannover und des Ruhr-Zoo Gelsenkirchen, 
in Sonderheit dem Inhaber der beiden Garten, Herrn Direktor L. Ruhe, sowie 
Herrn Direktor A. Glenewinkel, ohne deren liebenswiirdige Unterstiitzung diese 
Untersuchung nicht hatte durchgefiihrt werden kénnen. — Dem Verband der 
Chemischen Industrie — Fonds der Chemischen Industrie — sprechen wir 
fiir die uns gewahrten Forschungsbeihilfen unseren aufrichtigen Dank aus. 


Methodik 


Wir bedienten uns in allem der gleichen Methodik wie in der vorausgehenden 
Arbeit dieser Untersuchungsreihe?. 


des Reaktionsverlaufes bei der Einwirkung der Esterase der Leber von Silbergibbon, 
aso a a a i i 
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Tab. 5. Whersicht iiber die 
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Fermentsysteme und ihre Spezifitat, II Bd. 319 (1960) 


Zusammenfassung 


Beim Vergleich der stereochemischen Spezifitat der Esterase dey 
Leber von Silbergibbon, Orang-Utan, Schimpanse und Mengeh 
wird die friiher erkannte Gattungsverschiedenheit dieser Spezifitat nu 
im Falle des Silbergibbon, des Orang-Utan und des Schimpansen wieder. 
gefunden; die Esterase aus der Leber des Menschen verhiilt sich jn 
ihrem optischen Auswihlen iiberraschenderweise genau so wie jene des 
Schimpansen. Hier fehlt also das fiir Gattungen geltende Merkmal 
der Verschiedenheit; es besteht Gleichheit, wie sie sonst nur unter 
Arten iiblich ist. 

Es liegt der RiickschluB nahe, da die fiir die Wirkungsweise, letzt. 
hin fiir die Synthese der Leberesterase verantwortlichen Gene beim 
Menschen keine anderen sind als beim Schimpansen. 


Summary 


In a comparison of the stereochemical specificity of the liver esterase 
of Hylobates moloch, Pongo pygmaeus abelii, Pan troglodytes and Homo 
sapiens, the formerly recognised differences in specificity between the 
genera was found only in the case of Hylobates moloch, Pongo pygmaeus 
abelit and Pan troglodytes. The liver esterase of Homo sapiens was, sur. 
prisingly, identical with that of Pan troglodytes in its optical selectivity. 
In this case, therefore, our criterion for the difference between genera 
breaks down. There is, instead, a similarity, which otherwise is only 
found in species. 

It is concluded, that the genes responsible for the synthesis of liver 
esterase and for its specificity are the same in Homo sapiens and Pan 
troglodytes. 

Professor Dr. E. Bamann, Miinchen 15, PettenkoferstraBe 14a, Institut fiir 
Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitat Miinchen. 
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Uber die 
tetanigene Wirkung von Schwermetallkomplexen * 
Von 


Albrecht Kossel 
Aus der Univ.-Kinderklinik Tiibingen (Direktor: Prof. Dr. A. Nitschke) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Mirz 1960) 


In Extrakten von Milz, Thymus und Lymphknoten lassen sich 
nach Nitschke zwei Faktoren nachweisen, deren einer das anorga- 
nische Serumphosphat, deren zweiter das Serumcalcium extraktbehan- 
delter Versuchstiere drastisch zu senken vermag!. Unser neuerliches 
Bemiihen, diese wirksamen Stoffe, deren Existenz eine Reihe klinischer 
Phinomene in der Rachitis- und Tetanie-Entstehung plausibel erklaren 
wiirde, praparativ darzustellen, schlug bisher fehl?. Immerhin liefen 
diese Untersuchungen die Annahme zu, daB es sich bei diesen Substanzen 
um Metallkomplexverbindungen handeln kénne. Die daraufhin unter- 
nommene Testung des Kobalthexammins zeigte eine so weitgehende Uber- 
einstimmung der Wirkung mit der aktiver Extrakte aus lymphatischen 
Organen®, da uns die weitere Untersuchung dieser und verwandter 
Verbindungen notwendig erschien ; einmal, da sie erlaubt, mit definierten 
Substanzen den von Nitschke aufgeworfenen Fragen zur biologischen 
Bedeutung der ,,lymphatischen Wirkstoffe‘ (,,P-Faktor“, ,,Ca-Faktor‘‘)* 
im Modellversuch nachzugehen, und dann, weil sie erhoffen laBt, zu 
dem Problem der endogenen Krampfgifte einen neuen Zugang zu finden. 

Erstes Anliegen unserer Versuche war, durch schrittweise Modifi- 
kation der entsprechenden Komplexe dem Verstindnis dieser tetanigenen 
Gifte niherzukommen. Aus technischen Griinden gingen wir von den 
uns zuerst erhiltlichen Kobaltverbindungen aus. 

Das Vergiftungsbild durch Metallammoniakate (Co, Cr, Ni, Pt, Rh) im Tier- 


experiment ist seit langem bekannt®. Es wurden epileptiforme Krampfe und die 
Entwicklung einer schweren Adynamie beobachtet, die jeweils allein, einander 


* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. Tech- 
nische Assistenz: Frau A. Merkelbach. 

1 A. Nitschke, Mschr. Kinderheilkunde 41, 128 [1928]; Z. ges. exp. Med. 
65, 637 [1929]; Klin. Wschr. 28, 73 [1944]. 

2 A. Kossel, Z. Kinderheilkunde 83, 230 [1959]. 

3 A. Kossel, Klin. Wschr. 87, 159 [1959]. 

4 A. Nitschke, Nova Acta Leopoldina (D) 11, 546 [1942]; 18, 505 [1943]. 

5 C.G. Gmelin, Versuche iiber die Wirkung des Baryt, Strontium usw. auf 
den tierischen Organismus, Tiibingen 1825, zit. nach T. P. A. Stuart, Naunyn- 
Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 18, 151 [1884]; F. Hofmeister, 
ebenda 16, 393 [1883]; J. Bock, ebenda 52, 1 [1905]; A. Oswald, Biochem. Z. 
127, 164 [1922]. 
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ablésend und sich iiberschichtend das Bild beherrschen. Als Ursache wurde ein 
zentralnerviése Schadigung postuliert. Ganz offenbar handelt es sich bei de 
beobachteten Effekten um eine spezifische Wirkung der Komplexe und nicht uy 
eine Addition der Wirkung der einzelnen Komplexpartner nach einer Aufspalt 
des Molekiils im tierischen Organismus. Letzteres anzunehmen liegt nahe. da gp. 
wohl bei Metallvergiftungen als auch durch manche der verwendeten Ligande, 
allein ahnliche Intoxikationen bekannt sind. Nur ist es notwendig, von den Part. 
nern jeweils wesentlich héhere Dosen anzuwenden und auBerdem sind gerade dic 
stabilen Komplexe eindeutig am wirksamsten. 


Versuchsergebnisse 


Kobalt(I1I)-Salze: Die einfachen Kobaltsalze fiihren zu einen 
relativ uncharakteristischen Vergiftungsbild®. Ihre akute Kreislayf. 
wirkung’, himatopoetische Funktion*, strumigene Potenz® und Aw. 
wirkung auf das Inselorgan des Pankreas!® sollen dabei auBer acht 
bleiben. Die vor allem bei dem Kobalthexamminchlorid so eindrucks. 
vollen Phinomene sind bei ihnen nur vereinzelt, andeutungsweise und 
unregelmiBig zu sehen (Tab., Ziff. 12). RegelmaBig scheint nur eine 
kurzfristige Senkung des anorganischen Phosphates zu sein. 

Kobalt(III)-Komplexe: Unter den von uns gepriiften Verbin. 
dungen ist das Kobalthexamminchlorid die wirksamste. Die von ihn 
induzierte vielgestaltige Symptomatik unterscheidet sich bei den ver. 
schiedenen Versuchstierarten und ist weiterhin von den Versuchs. 
bedingungen abhingig. Bei Ratten sehen wir Adynamie und Hypo. 
thermie bis 28—30° als Hauptsymptome, wihrend Krimpfe kaum beob- 
achtet werden. Ebenso ist der Temperaturabfall bei Meerschweinchen 


und Goldhamstern bedeutend, die Adynamie wird aber von einer, der 


6 F. Wohlwill, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 56, f 








403 [1907]; L. WeiBbecker, The Toxicity of Cobalt (A Review of the literature) ” 


Smith, Kline a. French Laboratories Literature research department 1947. 


7 J. M. Le Goff, Amer. J. Physiol. 90, 97 [1929]; J. M. Le Goff, Presse | 
méd. 1, 231 [1934]; C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 101, 797 [1929]; 


C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 186, 171, 1656 [1928]. 

8 K. Waltner, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 141, 
123 [1929]; Acta paediatrica [Uppsala] 11, 438 [1930]; A.J. Stanley, H.¢. 
Hopps u. A. A. Hellbaum, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 61, 130 [1946]; L. Weib- 


becker u. R. Maurer, Klin. Wschr. 25, 855 [1947]; L. WeiBbecker, Kobalt | 


als Spurenelement, Wissenschaftl. Verlagsgesellschaft m.b. H., Stuttgart 1950; 
Klin. Wschr. 29, 90 [1951]; Dtsch. Med. Wschr. 75, 116 [1950]; Arzneimittel. 
Forsch. 2, 171 [1952]; H. Wolff, Klin. Wschr. 28, 279 [1950]; Med. Mschr. 5, 
239 [1951]. 

® R. T. Gross, J. P. Kriss u. Th. H. Spaet, J. dis. Childr. 88, 503 [1954]; 
A.G. Me Bryde, ebenda 88, 503 [1954]; H. Bansi, Schweiz. Med. Wschr. 88, 
25 [1958]; E. Reimold, Arch. Kinderheilkunde 156, 265 [1958]. 

10 C. v. Holt u. L. v. Holt, Z. Naturforsch. 9b, 319 [1954]; M. Dorner u. 
J. Stahl, C. R. Soc. Biol. Filiales Associées 148, 590 [1954]; S. A. Bencosme, 
E. Liepa u. 8S. 8. Lazarus, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 90, 387 [1955]; S. A. Ben- 
cosme u. J. Frey, ebenda 91, 589 [1956]; C. A. Vuylsteke, G. Cornelis u. 
C.de Dure, Arch. int. Physiol. 60, 128 [1952]; F. Vasella, Helv. paed. Acta 
12, 331 [1957]. 
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qunehmenden Hypothermie parallelgehenden Krampfhiufung mit 
schlieBlichem Ausgang in eine tonische Starre iiberdeckt. Kaninchen 
zeigen einen Temperatursturz nur ante finem bei letalen Dosen. Neben 
einer mehr oder weniger deutlichen Adynamie kann sich bei ihnen die 
ganze Skala tetanischer Symptome einstellen: Erregung, Laryngospas- 
mus, Fibrillieren der Muskulatur und schlieBlich schwere klonische 
Krimpfe. Die Art und Intensitat der klinischen Manifestation ist bei 
gleicher Dosis des Krampfgiftes individuell verschieden und ist den 
Mineralverschiebungen im Serum nicht unbedingt korreliert. Das Aus- 
ma der Stérungen im Mineralspiegel des Serums stimmt dagegen bei 
gleichen Versuchsbedingungen auffallend iiberein — jedenfalls bei 
subeutaner Injektion. Bei intravenéser Gabe tritt gelegentlich iiber- 
haupt keine oder nur eine sehr geringe Reaktion auf. Die Serum- 
mineralstérungen (Tab., Ziff. 1,2) bestehen in einem initialen Sturz 
des Calciums, Magnesiums und anorganischen Phosphates, der in etwa 
10 Stdn. seinen Tiefpunkt erreicht. In den folgenden 15—20 Stdn. wird 
das erreichte Niveau eingehalten bis ~30 Stdn. post injectionem das 
Calcium erneut absinkt. Diese zweite Calciumsenkung tritt nur auf, 
wenn das Phosphat iiber den Ausgangswert hinaus in den toxischen 
Bereich ansteigt. Die Magnesiumdepression normalisiert sich mit An- 
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Abb. 1. Typische Verlaufskurve mit zweiphasigem Calciumabfall, primarer Phos- 
phatminderung und anschlieBendem Phosphatanstieg in toxische Bereiche nach 
s.c. Injektion von 10 mg Hexammin-kobalt(III)-chlorid (Kaninchenversuch). 


Abb. 2. Serummagnesium nach s.c. Injektion von 10 mg Hexammin-kobalt(II1)- 
chlorid (Kaninchenversuch). 
a) Typischer Verlauf mit starker anfanglicher Senkung und anschlieBender Nor- 
malisierung; b) schlieBlicher Anstieg zu iibernormalen Werten bei gleichzeitigem 
Anstieg des Phosphates in den toxischen Bereich. 
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stieg des Phosphates. Meist geht diesen Verainderungen ein Absinkep 
der sogenannten Alkalireserve parallel. Eine manchmal erhebliche 
Hypokaliaimie wird gelegentlich beobachtet. Die Natrium- und Chlor. 
werte schwanken uneinheitlich und geringgradig. Eine eindcutig 
Reaktion des Blutzuckers wurde nicht festgestellt. 


Zur Therapie und Prophylaxe der Vergiftung 


Als Therapie des oft bedrohlich erscheinenden Vergiftungsbildes 
bewiahrten sich Injektionen von Calcium- und Magnesiumsalzen und 
von hochprozentiger Traubenzuckerlésung. Durch eine prophylak tische 
und wihrend des Versuches regelmaBig wiederholte parenterale Calcium. 
therapie sind nicht nur der Calciumabfall, sondern auch die iibrigen 
Symptome fast vollstindig zu verhiiten (Tab., Ziff. 5). Eine wahrend 
des Versuches laufende Dauertropfinfusion mit 5proz. Traubenzucker. 
lésung beschleunigt und aggraviert die Mineralverschiebungen (Tab, 
Ziff. 6). Die protektive Wirkung des Calciums erklirt einen Teil der 
individuellen Reaktionsdifferenzen als Folge noch verfiigbarer Calcium. 


Serum-Calcium-, -Magnesium- und anorganische Phosphatwerte 
in mg/100 m/ Serum bei Schwermetallkomplexvergiftungen 
(tabellarische Wiedergabe je eines reprisentativen Versuches). 


h = Zeitpunkt der Blutentnahme in Stunden post injectionem. 























h Ca Mg P Ca Mg P 
0 1. Kobalt- 14,0 3,9 5. wie 1 12,4 5,6 
3 hexamminchlorid 11,3 2.9 nach der 0., 4., 10,7 4,1 
7  10mg/kg 8,4 2,6 8., 25., 28. 33. 10,6 4,4 
24 8.¢. 7,8 3,9 und 37. Stde. 10,6 6,2 
32 re | 6,8 Injektion von 11,9 5,8 
48 4,9 14,9 5 em? 11,2 8,5 
,,Cale. Sandoz‘‘ 
0 2. wie l 12,8 2,8 4,0 6. wie 1 123.29 3, 
3 9,1 1,75 3,9 Dauertropf- 6,3 1,55 1,7 
7 40° 146 25 infusion von 47°1;2 .1¢ 
24 6,6 1,9 3,6 5proz. Trauben- 
32 6,0 2,1 10,0 zuckerlésung 
48 8,0 4,2 11,9 
0 3. wiel 13,0 3,6 7. Chloropentam- 12,0 5,0 
3 ohne Hunger 11,1 4,0 minkobaltchlorid 9,0 4,3 
7 11,5 3,3 50 mg/kg 9,6 5,3 
24 11,2 4,7 8.C. 10.4 5,4 
32 11,4 3,6 11,1 5,8 
48 12,2 5,2 11,8 6,4 
O 4. wie 3 12,0 5,3 8. Carbonato- 12,3 5,6 
3 20 mg/kg 8,8 5,0 tetrammin- 12,2 5,3 
7 8.C. 77 4,1 kobaltsulfat 11,9 5,3 
t 50 mg/kg 
8.C. 
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Ca P 
0 9. Dichloro- 17. Triathylen- 13:3 3,7 
‘ aquotriammin- diamino-chrom- 9,5 2,4 
kobaltchlorid (II1)-chlorid 10,0 is 
50 mg/kg 50 mg/kg 11,1 3,3 
8.C. S.C. 11,5 3,0 
11,8 4,0 
Kobalttri- 18. Hexaharnstoff- 12,3 5,0 
biguanidinsulfat chrom(III)- 12,0 4,2 
30 mg/kg chlorid 12,4 3,7 
8.¢. 2x17 mg/kg 12,3 3,9 
8.¢. 12,3 4,2 
nach der 0. und 12,0 4,2 
25. Stde. 

. Kobalt-Amino- 19. Hexamminplatin- 13,8 Syl 
siure-Komplex (IV)-chlorid 8,6 2,6 
300 mg/kg 15 mg/kg 10,6 2,8 
8.¢. £.¢. 12,8 5,1 
(Prap. ,,Cobalt 12,8 5,9 
Nordmark‘‘) 12,0 ‘Lock 
Kobaltchlorid 20. Kontrolle 12,3 4,2 
50 mg/kg sine injectione 12,5 4,5 
8.c. 12,4 4,2 

12,0 4,0 
12,1 3,9 
11,8 4,7 

. Triathylen- 21. Spontan- 11,4 4,4 
diamino- senkung, 
nickeljodid 1 Monat nach 
20 mg/kg dem letzten In- 10,4 5,0 
BC: jektionsversuch 

9,5 

. Chromcitronen- 22. Dasselbe Tier, 10,0 
siureverbindung 1 Monat spater 
70 mg/kg 
8.c. 9,1 

8,6 

. Oxalatochrom- 4,6 23. Dasselbe Tier, 10,2 2,45 
(III)-kalium 4.5 1 Jahr spater 
15 mg/kg 0., 3,8 
30 mg/kg 4,5 9,7 
25. Stde. 4,7 
8.¢. 4,7 9,4 2,3 

. Hexammin- 3,4 24. Triathylen- 13,5 
chrom(ITI)- 3,4 diamino- 9,4 
chlorid 2,5 kobaltchlorid 10,8 
7,5 mg/kg 4,2 25 mg/kg 12,1 
8.¢. 6,2 

8,1 8.c. 
9,1 
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reserven im Darminhalt und macht vor allem verstandlich, warum die 
Versuche nur am hungernden Tier zu eindeutigen Ergebnissen { ihren, 
Bei einem nicht hungernden Tier kann ebenso wie bei dem ,, aren. 
teralen Calciumschutz‘‘ jegliche Reaktion vermiBt werden (Tab., Ziff, 3), 
Erhéht man aber die Giftmenge auf die im iiblichen Versuchsansat, 
ausgetestete letale Dosis, so scheint das Calcium die Giftwirkung nicht 
mehr verhiiten zu kénnen. Es entwickelt sich trotzdem eine akute 
Hypocalcimie und der Tod des Tieres tritt ein (Tab., Ziff. 4). 


Wirkungsanderung durch Variation der Liganden 


Die verschiedenen Wirkungen des Kobalthexamminchlorids, primirer 
Calciumabfall, Magnesiumdepression, primaire Phosphaterniedrigung 
anschlieBender Phosphatanstieg und sekundirer Calciumabfall legen 
die Frage nahe, ob es sich um die Konsequenzen ein und derselben 
Grundstérung handelt, die einander gesetzmaBig folgen, oder ob sie 
unabhangig voneinander ausgelist werden. Durch die Modifikation der 
Komplexe in zwei Reihen scheint sich demonstrieren zu lassen, da 
innerhalb einer solchen Reihe eine Schwerpunktsverlagerung in der 
Wirkung eintritt. In der Reihe Kobalthexamminchlorid-Kobalttriathylen. 
diamin-Kobalttribiguanidin (Tab., Ziff. 1, 10, 24) zeigt sich ein allmah. 
liches Zuriicktreten der calcium-depressorischen und eine Verlangerung 
der phosphat-senkenden Aktivitit. In der Reihe Kobalthexamminchlorid. 


Chloropentamminkobalt - Carbonatotetramminkobalt - Dichloroaquotzi- | 


amminkobalt (Tab. Ziff. 1,7—9), bei der die Dosis, um iiberhaupt einen 


Effekt zu erreichen, bei allen Verbindungen im Vergleich zum Kobalt. } 
hexamminchlorid auf das Fiinffache erhéht werden muBte, mindern sich | 
die Primareffekte auf Ca und P, und nur bei der Triamminverbindung 


1a8t sich der spit einsetzende Phosphatanstieg wieder nachweisen. 


Ammoniakate anderer Metalle 


Die vergleichsweise Priifung von ahnlichen Komplexen anderer 
Metalle zeigt, daB eine bei ihnen bekannte Krampfwirkung, z.B. bei 


Platin- oder Chromammoniakaten immer von einem Calciumabfall be. | 
gleitet ist. So scheint es, daB das Ammoniak mit jedem Metall, mit | 


dem es eine stabile Komplexverbindung eingeht, ein ,,tetanigenes Gift‘ 


bildet. Instabile Ammoniakate sind wirkungslos, z.B. das des Kupfers. | 
Ob diese Tatsache biologisch bedeutungsvoll ist, d.h., ob sie das Ver. | 
staéndnis der oft diskutierten Rolle des Ammoniaks und verwandter Ver. | 
bindungen” als endogene Krampfgifte erleichtert, mu8 vorliufig offen | 


bleiben, da die entsprechenden Metalle nicht oder nur in Spuren im 
K6rper vorkommen und wir andererseits von den im Kérper quantita- 


1 R. Boehm u. F. Lange, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Phar- 
makol. 2, 364 [1874]; F. Kebler, ebenda 9, 137 [1878]; C. K. Watanabe, J. biol. 
Chemistry 34, 65, 73 [1917]; 36, 531 [1918]; P. Gyérgy, Jb. Kinderheilkunde 
102, 145 [1923]. 
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tiv wesentlicheren Schwermetallen bisher keine, ihnlich stark wirksame 
Modellsubstanz kennen. 

Das Metall in den untersuchten Komplexen scheint immerhin rela- 
tiv unspezifisch fiir den Wirkungsmodus zu sein, auch wenn sich Unter- 
schiede etwa zwischen Chromhexammin, Kobalthexammin und Platin- 
hexammin (Tab., Ziff. 1, 16,19) oder zwischen Kobaltathylendiamin, 
Nickel- und Chromithylendiamin (Tab., Zif.. 13, 17, 24) konstatieren 
lassen. In erster Linie geprigt wird die Wirkung durch die Liganden. 
Sie kann durch ihre Anderung modifiziert werden wie in den beschrie- 
benen Reihen, und sie kann bedeutend abgeschwicht werden, wie z. B. 
in dem als Beispiel angefiihrten Kobali-Aminosiure-Komplex oder dem 
Harnstoffkomplex des Chroms u. a. (Tab., Ziff. 11, 14, 15, 18). 


In der Regel werden die beschriebenen Metallkomplexvergiftungen 
bei geeigneter Dosis folgenlos iiberstanden und die Tiere sind nach einer 
Schonzeit fiir die Versuche wieder verwendbar (s. Tab., Ziff. 20 = Nor- 
malwerte). Die Breite der vertriglichen wirksamen Dosis ist allerdings 
gering; so sind beim Kaninchen 5 mg Kobalthexamminchlorid/kg kaum 
wirksam, 10 mg/kg die geeignete wirksame Dosis, 15 mg/kg meist letal 
und 20 mg/kg sicher letal. 

Ganz selten aber kommt es auch bei 10 mg/kg zu einer weiterhin 
bestindigen Schidigung, die unter normalen Lebensbedingungen nicht 
nachweisbar ist, dagegen sofort deutlich wird, wenn man diese Tiere 
hungern 14Bt. Waihrend jeder Hungerperiode sinkt bei ihnen das Serum- 
calcium auf pritetanische Werte ab, gleichzeitig steigt das anorganische 


| Phosphat ieicht an (s. Tab., Ziff. 21—23). Klinisch zeigen die Tiere da- 


du | beinichts Auffilliges. Dieses Phinomen der Calciumspontansenkung 
ng | 


bei Hunger scheint fiir eine irreparable Schidigung der regulierenden 
Organe zu sprechen, deren Funktion durch die Metallkomplexe im tib- 
lichen Versuchsablauf nur voriibergehend gestoért ist. 


Beschreibung der Versuche 


Versuchstiere: Kaninchen verschiedener Rassen, vorwiegend Grausilber 
im Gewicht von 2500—4000 g (Wildfarbene und Angora sind gegen Intoxikationen 
oft iiberaus empfindlich und deshalb weniger geeignet). 





Kontrollwerte der Mineralien unter normalen Bedingungen s. Tabelle, Ziff. 20. 


_ Uber das Verhalten des Serumcalciums unter gegebenen Versuchsbedingungen 
- wurde bei unseren Milzextraktversuchen eingehend berichtet*. 


Versuchsbedingungen: Die Fiitterung (mit Ausnahme der Darreichung 


~f von Leitungswasser) wurde 24—48 Stdn. vor der Blutentnahme zu dem in den 
' Tabellen als 0 bezeichneten Zeitpunkt und wahrend der Versuche eingestellt. 


Die Testsubstanzen wurden in der Regel subcutan, in einigen nicht aufgefiihrten 
Versuchen intravenés (langsame Injektion in 5—10 Min.) zugefihrt. 

Das Blut wurde aus der Ohrrandvene zu den in den Tabellen als Stunden 
nach der Injektion angegebenen Daten entnommen. 


Therapie: Bei Entwicklung lebensbedrohlicher Symptome wurden die Ver- 








| suche abgebrochen und die S. 194 beschriebene Therapie angewandt. 
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Die Calciuminjektionen erfolgten i.m. oder i.v. als ,,Calcium-Sandoz‘* i Oproz, 
bzw. i.v. als ,,Tecesal‘‘ Schering (10nroz. Lésung von Calciumthiosulfat) ; Magne. 
sium wurde i.m. als ,,Magnorbin‘‘ Merck (10proz. Lésung von ascorbinsaurem Mg) 
injiziert. 


Testsubstanzen*: 
1. Hexamminkobalt(ITI)-chlorid, [Co(NH,),JCl,. ......... -. @) 
2. Chloropentamminkobalt(III)-chlorid, [Co(NH,),ClJCl,. . . . . 3s on 
3. Carbonatotetramminkobalt(IIT)-sulfat, [Co(NH;),CO;],(SO,) ... . . a); 
4. Dichloro-aquo-triamminkobalt(ITII)-chlorid, trans-[Co(NH3);-H,0-Cl,|Cl }): 
5. Tribiguanidino-kobalt(III)-chlorid, [Co(big),]Cl, . .......... a): 
6. Triaithylendiamino-kobalt(III)-chlorid, [Co(en),]Cl, ......... a); 
7. Tribiguanidino-kobalt(III)-sulfat, [Co(big),]?/,80,-41/,H.0 ..... a): 
8. Kobalt(II)-Aminosaéure-Komplex. ,,Cobalt-Nordmark“ ist laut Angabe cin 
Komplex, der als Liganden vorwiegend Alanin, Glutaminsaure und Lysin 
Re Ne ans 18s bs ht 8 ee Oe hee ke « ¢); 
9. Kobalt(II)-chlorid, CoCl, - 6H,O 
10. Triathylendiamino-nickeljodid, [Ni(en),]J,-H,O........... a): 


11. Chrom(IIT)-Citronenséure. Die Konstitution des Praparates ist laut An- 
gabe nicht genau ermittelt. Frei von Fremdbestandteilen auBer Cr(III), 
Citrat und Wasser; Chrom und Citronensaure liegen im molaren Verhiltnis 


1:3 vor. Chromgehalt zwischen 6 und 8 Gew.-% ........... d); 
12. Kaliumtrioxalatochromat(III), K,[Cr(C,0,);]):3H,O ......... d); 
13. Hexamminchrom(III)-chlorid, [Cr(NH,),]Cl, ............ d); 
14. Tridthylendiamino-chrom(III)-chlorid, [Cr(en),]Cl,-3,5H,O ..... . d); 


15, Guanidino-aquo-chrom(III)-sulfat. Laut Angabe erfolgte die Darstellung 
nach Canneri (Gazz. chim. Ital. 55, 614 [1925]). Dieser gibt dem Produkt 
die Formel 2HNC(NH,),, H,SO,, Cr,(SO,)z, 12H,O 
16. Hexaharnstoffchrom(III)-chlorid, [Cr((NH,),CO),]Cl,-3H,O ..... d); | 
17. Hexamminplatin(IV)-chlorid, [Pt(NH,),)Cl,;-H,O.......... a). | 
Ohne erwahnenswerte Effekte auf den Mineralstoffwechsel wurden weiterhin 
untersucht: | 
Zinkathylendiaminchlorid (e) bis 2 25 mg/kg, Zinkglucosylglycinat-tetra. | 
hydrat (e), Zink-histidyl-histidin (e), Thallium aceticum oxydulatum bis 10 mg/kg. | 
Kupfertetrammin-chlorid (a) bis 10 mg/kg in 0,9proz. Lésung von NH,(1. 





* Fir die liebenswiirdige Uberlassung der verschiedenen Praparate, die z.T. | 


fiir die Versuche eigens hergestellt wurden, habe ich vielerorts sehr herzlich 2 

danken. So verdanke ich die entsprechend bezeichneten Verbindungen 

a) Herrn Prof. Dr.-Ing. W. Riidorff und Herrn Doz. Dr. K. Brodersen, Institut 
fiir anorganische Chemie der Universitat Tiibingen; 

b) Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. W. Klemm, Anorganisch-Chemisches Institut der 
Universitat Miinster (Westf.); 

c) der Wissenschaftlichen Abteilung der Nordmark-Werke GmbH., Uetersen/Hol. H 
stein; ia 





d) durch Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. F. Mietzsch (+) der Wissenschaftlichen Ab- 


teilung der Farbenfabriken Bayer AG, Werk Elberfeld; 


e) Herrn Prof. Dr. Dr. G. Weitzel, Physiologisch-Chemisches Institut der Uni- 


versitat Tiibingen. 
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Zusammenfassung 


Durch die Injektion stabiler Metallammoniakate und -aminkom- 
Jexe lit sich bei verschiedenen Tierarten eine unterschiedliche teta- 
nische Reaktion erzeugen, die durch eine tiefe Depression des Serum- 
calciums, eine Hypophosphatimie und einen Abfall des Serummagne- 
siums charakterisiert ist. Das Vergiftungsbild, seine Intensitat und sein 
Verlauf — gepriift vorwiegend an einigen Kobaltkomplexen — ist durch 
Variation der Liganden entscheidend zu modifizieren und damit der 
Schwerpunkt der Wirkrichtung zu aindern, wihrend der Austausch des 
Metalls durch einen ahnlichen Komplexbildner von geringerer Bedeu- 
tung fiir den Wirkungsmodus zu sein scheint. Calcium wirkt bis. zur 
Grenze der letalen Dosis sowohl prophylaktisch wie therapeutisch als 
spezifisches Antidot. 


Summary 


In various animal species, the injection of stable complexes of 
ammonia and amines with metals causes a tetanic reaction, which is 
characterised by a large decrease in serum calcium, a hypophosphat- 
aemia and a fall in serum magnesium. The symptoms, their severity 
and the course of their development have been investigated mainly 
with cobalt complexes. Variation of the ligand causes a change in the 
development of the poisoning and the symptoms, but exchange of the 














metal for a similar complex-former is apparently of little significance 
in the mode of action. Up to the lethal dose, calcium acts both pro- 
phylactically and therapeutically as a specific antidote. 

Dozent Dr. Albrecht Kossel, Universitdts-Kinderklinik, Tiibingen, Riime- 
linstraBe 23. 
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Uber den Weiselzellenfuttersaft der Honigbiene, IV! 


Jahreszeitliche Veranderungen 
im Biopteringehalt des Arbeiterinnenfuttersaftes* 
Von 
Gisela Hanser und Heinz Rembold 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Februar 1960) 


Herrn Professor A. Kiihn zum 75. Geburtstag gewidmet 


Bei der vergleichenden Untersuchung von Bienenfuttersaften haben 
wir festgestellt, da sowohl Kéniginnen- als auch Arbeiterinnenfutter. 
saft die 10-Hydroxy-A*-decensiure-(l), eine bisher unbekannte 
Fettsaure, in gleicher Konzentration enthilt*, daB ein qualitativer Un. 
terschied zwischen beiden Futtersiften aber anscheinend im Biopterin. 
gehalt besteht: Nur in Weiselfuttersaft wurde Biopterin (2-Amino-4. 
hydroxy-6-[1.2-dihydroxy-propy]]-pteridin) in papierchromatographisch 
nachweisbaren Mengen gefunden. Die gleichen unterschiedlichen Be. 
funde lieferte eine Untersuchung von Kéniginnen- und Arbeiterinnen- 
larven‘. 

Damals wurden nur Futtersifte analysiert, die wihrend der nor. 
malen Entwicklungszeit der Bienenvélker, d.h. von Anfang Juni bis 


Anfang Juli gesammelt waren. Als wir jedoch die Untersuchungen aut | 
die Monate Juli und August ausdehnten, lieB sich auch in den Arbeiterin-. | 
nenlarven und in ihren Futtersiften nach papierchromatographischer | 


Auftrennung einwandfrei Biopterin nachweisen. 

Um dieses iiberraschende Verhalten quantitativ verfolgen zu kén- 
nen, haben wir uns des sehr empfindlichen Crithidia-Testes® bedient 
und die Abhangigkeit des Biopteringehaltes von der Jahreszeit im 
Futtersaft und in der Larve der Arbeitsbiene untersucht. 


Ergebnisse und Diskussion 


Die Bienenlarve, aus der sich eine Arbeiterin entwickeln soll, er. 
halt — im Gegensatz zur Kéniginnenlarve — wahrend ihrer Entwick- 
lungszeit kein gleichbleibendes Futter: Wahrend der Futtersaft der 


1 TIT. Mitteil.: F. Lingens u. H. Rembold, diese Z. 314, 141 [1959]. 

2 Vorlaiufige Mitteil.: H. Rembold, VII. Internat. KongreB fiir Reine und 
Angewandte Chemie, Miinchen, September 1959; Angew. Chem. 72, 46 [1960]. 

3 I. Mitteil.: A. Butenandt u. H. Rembold, diese Z. 808, 284 [1957]. 

4 II. Mitteil.: A. Butenandt u. H. Rembold, diese Z. 311, 79 [1958]. 

5 H. P. Broquist u. A.M. Albrecht, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 89, 178 
[1955]. 
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Jungmaden eine milchige, zihfliissige Masse ohne deutlich erkennbare 
grébere Beimengungen ist, enthalt der Altmadenfuttersaft einen groBen 
Anteil an Pollen. Wir haben deshalb in regelmaBigen Abstinden den 
Biopteringehalt im Futtersaft sowohl von eintaégigen, 1—3 mg schweren 
Larven als auch von 4 Tage alten Maden bestimmt um festzustellen, wie 
gro die Unterschiede zwischen diesen beiden Futtersaften sind und ob 
sie beide wahrend der Sommermonate eine Anderung im Biopterin- 
gehalt zeigen. 

Nach Entnahme des Futtersaftes wurden die dazugehérigen Arbei- 
terinnenlarven gewogen, um immer Futtersifte von Tieren méglichst 
gleichen Alters zu testen. Die Futtersifte wurden im Exsikkator ge- 
trocknet, um Ungenauigkeiten zu vermeiden, die sich aus ihrem unter- 
schiedlichen Wassergehalt ergeben, der zwischen 50 und 60% lag. 

Die Ergebnisse der Biopterinbestimmungen (Abb. 1) zeigen, daB 
Ende Mai und Anfang Juni der Biopteringehalt im Jungmadenfuttersaft 
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| Abb. 1. Jahreszeitliche Anderungen im Biopteringehalt von Arbeiterinnenfutter- 


siften der Honigbiene in y/g Trockensubstanz. 


| @: Futtersaft eintagiger Larven; O: Futtersaft viertagiger Larven; ®: Biopterin- 


gehalt des Weiselfuttersaftes; ©: Lipoidgehalt des Futtersaftes eintagiger Larven 
in % der Trockensubstanz. 


_ noch gering ist im Vergleich zum Biopteringehalt des Weiselfutter- 


saftes, der ziemlich konstant bei 700 y prog Trockensubstanz bzw. 
etwa 300 y prog Frischsubstanz liegt. Mitte und Ende Juni ist der 
Biopteringehalt des Jungmadenfutters nur auf etwa das Doppelte an- 








gestiegen, aber in der zweiten Hialfte des Monats Juli laBt sich eine 
starke Zunahme feststellen: Der Biopteringehalt im Arbeiterinnen- 
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Jungmadenfuittersaft betrigt jetzt etwa 1/, von dem des Weiselzellep. 
futtersaftes! Im August ist der Biopteringehalt wieder deutlich zuriick. 
gegangen, was vor allem auf die nun stark nachlassende Bruttiitickej 
zuriickzufiihren sein diirfte; er liegt aber noch immer iiber dem de 
Monats Juni. 

Der Altmadenfuttersaft zeigt gegeniiber diesen sehr deutlichen 
Anderungen ziemlich konstante Werte; sie liegen sehr viel nicdrige 
und zeigen nur angedeutet ein Maximum gegen Ende Juli. 


Von einem Teil der Jungmadenfuttersifte wurde auch der Lipoid. 
anteil bestimmt (Abb. 1). Er macht wahrend des ganzen Zeitraums 
etwa 10% der Trockensubstanz aus; diesen Wert hatten wir schon hej 
unseren friiheren Untersuchungen*® des Weisel- und Arbeiterinnen. 
futtersaftes festgestellt. Wie man sieht, unterscheidet sich der Futter. 
saft der jungen Bienenlarven in seinem Biopteringehalt sehr deutlich 
von dem Futter der alten Maden. Dieser Unterschied kénnte dadurch 
zustande kommen, da die Maden von einem, bestimmten Alter ab ein 
anderes Futter, den Altmadenfuttersaft, erhalten; andererseits besteht 
die Méglichkeit, daB das im Jungmadenfuttersaft enthaltene Biopterin 
durch Zusatz alimihlich steigender Mengen von Pollen und Nektar 
gewissermaBen verdiinnt wird. Deshalb haben wir einmal Anfang Juni 
(also zu einer Zeit, in der sich ein Bienenvolk stark vermehrt) und zum 
anderen Anfang August (wenn die Bruttitigkeit stark abnimmt) einen 
Querschnitt von Futtersiften verschiedener Entwicklungsstadien analy. 
siert. 


Die quantitativen Bestimmungen (Abb. 2) zeigen eindeutig, dai 
der Biopteringehalt des Futters, der bei eintiigigen Larven sowohl im 
Juni als auch im August am hécksten ist, schon vom zweiten Tage ab 
ziemlich kontinuierlich auf das Niveau des sogenannten Altmaden- 
futtersaftes absinkt, das, innerhalb der natiirlichen Schwankungsbreite 
und der Genauigkeit des Testes, in beiden Monaten gleich ist. Deshalb 


vermuten wir, da der sog. Altmadenfuttersaft ein mit stark protein- | 


haltigem Material, nimlich den Pollen, verdiinnter Jungmadenfutter- 
saft ist. 

Neben dem Gehalt des Futtersaftes an Biopterin wurde auch der 
relative Gehalt der Maden an dieser Verbindung untersucht. Erwar- 
tungsgeméB 1i8t sich in den Maden zu Beginn der Larvenentwicklung 
eine relativ hohe Biopterinkonzentration mit einem ausgeprigten Maxi- 
mum um den zweiten Lebenstag feststellen. Dieses Maximum kann man 
damit erkliren, daB die Tiere den vorhandenen Futtersaft erst im Ver- 
lauf von fast 1 Tag aufnehmen, der relative Biopteringehalt der Tiere 
also um etwa diesen Zeitraum gegeniiber dem des Futtersaftes zuriick- 
bleibt. Die in Abb. 2 auBerdem angegebene Gewichtskurve zeigt, wie 
gering die Zunahme an Kérpergewicht wihrend der ersten zwei Tage 
ist. Erst anschlieBend setzt eine starke Gewichtszunahme ein, wihrend 
der relative Biopteringehalt der Tiere stark abfallt. Zwischen dem 
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vierten und fiinften Tag der Entwicklung stellen die Larven die Nah- 
rungsaufnahme ein; sie haben dann das etwa 170fache ihres Gewichtes 
yom ersten Lebenstag erreicht. Sie geben jetzt den Kot ab, wodurch 
das Kérpergewicht etwas absinkt, und beginnen danach, sich einzu- 
spinnen und zu verpuppen. Der Biopteringehalt der Puppen ist gegen- 
iiber dem der viertaigigen Larven nochmals deutlich abgesunken, d.h. 
daB der Rest an Biopterin mit dem Kot ausgeschieden wurde. Beson- 
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Abb. 2. Biopteringehalt im Arbeiterinnenfuttersaft verschiedenaltriger Larven 
(in y/g Trockengewicht) und in den Larven selbst (in y/g Frischgewicht). 


Gemessen Anfang Juni (O) und Anfang August (@). 
—— : Futtersaft, — — —: Larven, — - — + —: Gewicht der Tiere. 


ders auffallend ist, da8 die Anfang Juni bzw. Anfang August verpupp- 
ten Tiere sich in ihrem Biopteringehalt nicht unterscheiden, obwohl ihr 
Larvenfutter so deutlich verschieden war. 


Welche Bedeutung das Biopterin fiir die Entwicklung und Deter- 
minierung der jungen Bienenlarven hat, ist noch unbekannt; es ist auf- 
fallig, daB die Verbindung in den 1—2 Tage alten Arbeiterinnenlarven 
in einer im Vergleich zu ihrem Kérpergewicht so hohen Konzentration 
auftritt. Auch das Ende Juli liegende Biopterinmaximum der Jung- 
madenfutterséfte kénnen wir vorerst nur registrieren; ob es in einem 
Zusammenhang mit der ab Ende Juli erfolgenden Umstellung der 
Bienen auf die Winterruhe steht, sollen weitere Untersuchungen kliren. 














204 Gisela Hanser und Heinz Rembold, Bd. 319 (1960) 


Herrn Professor A. Butenandt sind wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbei, 
dankbar. Herrn Dr. K. A. Forster, Firma H. Mack Nachf., Illertissen, danke, 
wir fiir die Uberlassung eines Bienenvolkes, Herrn Professor A. Wacker, 
nisch-Chemisches Institut der Technischen Universitat Berlin-Charlottenburg, fiz 
die Uberlassung einer Kultur von Crithidia fasciculata. 


Beschreibung der Versuche 


Fir die Versuche verwandten wir ein normales Bienenvolk in einer Zander. 
Beute, das auf dem Dachgarten des Instituts aufgestellt war. 

Zur Gewinnung der Futtersifte wurden die Maden aus den Zellen entnomme, 
und der Futtersaft mit einem Umlarv-Léffel auf einem Objekttrager diinn aus. 
gestrichen. Zur Bestimmung des Frischgewichts haben wir Maden und Futtersafte 
sofort gewogen, die Maden anschlieSend unter Alkohol konserviert und den F utter. 
saft iiber P.O; 24 Stdn. im Dunkeln bei Zimmertemperatur getrocknet und 
gewogen. 

Die Extrakte fiir die quantitative Biopterinbestimmung gewannen wir be 
den Larven durch mehrmaliges Zerreiben der Tiere im Wasser und anschlieBen. 
des Zentrifugieren, bei den Futtersiften durch griindliches Suspendieren der 
Trockensubstanz in Wasser mit Hilfe eines Magnetriihrers und anschliefendes 
Filtrieren; das Filter wurde mit Wasser griindlich nachgewaschen. Die Extrakte 
wurden in einem MeBkolben auf einen Wuchsstoffgehalt von etwa 6 my Bi. 
opterin/ml verdiinnt. Fiir den Crithidia-Test® wurden 25-ml-Erlenmeyer-K6lbchen 
verwendet, die durch Kapsenberg-Kappen verschlossen waren. Je Kélbchen wur. 
den 4 mi der von Nathan und Cowperthwaite® angegebenen Nahrlésung unter 
Zusatz von je 10 my Folsaéure/ml Endmedium und einer Verdiinnungsreihe der 
Extrakte mit Wasser auf 6 ml erginzt und bei 100° sterilisiert. Jeder Me8punkt 
wurde dreifach angesetzt. Beimpft wurde mit 2 Tropfen einer Lésung, die durch 
Verdiinnen von 5 Tropfen aus einer Dauerkultur von Crithidia fasciculata mit 
6 ml Nahrlésung hergestellt wurde. Es wurde 6 Tage bei 28° bebriitet und das 
Wachstum durch Triibungsmessung im Photometer Eppendorf festgestellt. 

Zum Herstellen einer Biopterin-Standardreihe haben wir das synthetische 
Produkt durch Chromatographie mit 3proz. Ammoniumchlorid an einer Cellulose. 
Saule gereinigt’; nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Wasser ergab es in 


Ubereinstimmung mit der Literatur® halboptimales Wachstum der Crithidia bei | 


einer Konzentration von 0,2 my/ml Nahrlésung. 


Zusammenfassung 

Der Biopteringehalt des Arbeiterinnenfuttersafts junger Bienen- 
larven zeigt starke jahreszeitliche Verinderungen: Er betragt Ende Mai 
etwa 40 y/g Trockensubstanz und nimmt bis Ende Juli auf iiber 200 y/g 
zu. Demgegeniiber enthalt Weiselfuttersaft ziemlich konstant 700 
Biopterin/g. 

Der Lipoidgehalt bleibt im Jungmadenfuttersaft mit etwa 10% 
konstart. 

Der Biopteringehalt des Futters verschieden alter Arbeiterinnen- 
larven sinkt von einem jahreszeitlich abhingigen Héchstwert (40 bis 
230 y/g) bei eintagigen Larven stetig bis zu einem Wert von durch- 
schnittlich 15 y/g bei viertitigen Larven ab; er zeigt keine deutliche 
Abhangigkeit von der Jahreszeit. 

6° H. Nathan u. J. Cowperthwaite, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 85, 117 


[1954]. : 
* M. Viscontini u. H. Raschig, Helv. chim. Acta 41, 108 [1958]. 
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Der relative Biopteringehalt der Larven zeigt bei zweitagigen 
Tieren ein Maximum. Ein Teil des Biopterins wird vor der Verpuppung 
ausgeschieden, die Puppen enthalten die gleichen Mengen an Biopterin, 
uabhingig davon, ob sie mit einem pteridinarmen oder -reichen Futter 
ernahrt wurden. 


Summary 


The biopterin content of, the worker-bee food of young bee larvae 
shows marked seasonal variations. At the end of May it is about 40 y/g 
dry substance and increases up to the end of July to more than 200 y/g. 
The queen-bee food, however, contains a fairly constant level of 700 y 
biopterin/g. 

The lipid content in young larval food stays constant at about 10%. 

The biopterin content of the food of worker-bee larvae of different 
ages decreases from a season-dependent maximal value (40—230 y/g), 
for one day-old larvae, to an average value of 15 y/g for four day-old 
larvae. This latter value does not show a significant dependence on 
the season. 

The relative biopterin content of the larvae shows a maximum for 
two day-old animals. The biopterin is partly excreted before pupation. 
The pupae contain the same amounts of biopterin whether they have 
been fed on a pteridin-poor or pteridin-rich diet. 


Dr. H. Rembold, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen, Goethestr. 31. 
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Uber den Weiselzellenfuttersaft der Honigbiene, V! 


Untersuchungen iiber die Bildung des Futtersaftes 
in der Ammenbiene? 
Von 
Heinz Rembold und Gisela Hanser 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Marz 1960) 


Die K6niginnenlarven werden von sogenannten Brutammen, etwa 
5—15 Tage alten Arbeitsbienen, mit einem kérpereigenen Sekret aut. 
gezogen. Die Herkunft dieses ,,Weiselzellerifuttersaftes‘‘ konnte anf 
Grund bisheriger, rein morphologischer Untersuchungen nicht eindeutig 
ceklirt werden. 

Bei der Arbeitsbiene miinden folgende Driisen in den Schlund (vgl, 
Abbildung): Die paarig angelegten Pharyngealdriisen, Labial-(Hinter. 
xopf- und Thorax- )driisen und die Mandibulardriisen. Von ihnen zeigen 
zur Zeit der Brutpflege die Pharyngealdriisen ein besonders grofes 


Thar. Hm =a mG 







Ph. dr. 





Ed. 


St dr. 


Schnitt durch eine Ammenbiene (halbschematisch). 


Md. dr.: Mandibulardriise; Ph. dr.: Pharyngealdriise; Hk. dr.: Hinterkopfdriise; | 
Th. dr.: Thoraxdriise; Hm.: Honigmagen; Md.: Mitteldarm; M.G.: Malpighische | 


GefaiBe; Ed.: Enddarm; St. dr.: Stacheldriise. 


1 IV. Mitteil.: G. Hanser u. H. Rembold, diese Z. 319, 200[1960], vorstehend. i 
* Vorlaufige Mitteilungen: A. Butenandt, Vortrag auf der Versammlung | 
der Ges. Deutscher Naturforscher u. Arzte, Wiesbaden, 2. Oktober 1958; vgl. | 
Naturwissenschaften 46, 466 [1959]; H. Rembold, Vortrag auf dem XVII. Inter. | 
nat. KongreB fiir Reine und Angewandte Chemie, Miinchen, 4. Sept. 1959; Angew. | 
Chem. 72, 46 [1960]. 
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Volumen und eine auch histologisch feststellbare starke Sekretion. Da 
Fdiese Driisen vor und nach der Brutpflege nur schwach ausgebildet 
sind, werden sie als Produktionsort fiir den Futtersaft angesehen. Eine 
Beteiligung der Kopf- und Thorax-Driisen bei der Bildung des sehr 
komplexen Weiselfutters ist aber durchaus méglich, wihrend die auch 
bei der K6nigin stark ausgebildeten Mandibulardriisen eine andersartige 
Funktion vermuten lassen. 

Nachdem wir in der 10-Hydroxy-A?-decensiure-(1)* und im 2- 
Amino-4-hydroxy-6-[1’.2’-dihydroxy-propyl]-pteridin (Biopterin)* zwei 
fir den Weiselfuttersaft charakteristische Verbindungen isoliert hatten, 
war es méglich, durch analytische Bestimmung dieser Leitsubstanzen 
die verschiedenen Driisen auf ihre Beteiligung an der Futtersaftbildung 
zu untersuchen. AuBerdem sollte durch Verfiittern von radioaktiv mar- 
kiertem Biopterin an Ammenbienen geklart werden, ob und in welchem 
Umfang dieses Pterin aus der Nahrung aufgenommen und im Ko6rper 
gerichtet eingebaut wird. 


Methodik 


2- Amino-4-hydroxy-6-[L-erythro- 1’.2’-dihydroxy-propyl]-pteri- 
din-[2-"C]: Das verwendete Biopterin hatte eine spezifische Aktivitat von 
6 mC/mMol. Uber seine Synthese wird in der nachrolgenden Arbeit® berichtet. 


Praparation der Driisen: Im Brutschrank bei 34° geschliipfte Arbeits- 
bienén wurden mit Farbtupfen markiert und ins Volk zuriickgegeben. Da nach 
Roésch® die Entwicklung der Pharyngealdriisen ihr Maximum am 5.—12. Tag 
nach dem Schliipfen erreicht, wurden die gezeichneten Tiere nach 5—15 Tagen 
aus dem Stock gesammelt und bis zur Praparation (O—5 Stdn.) im Thermostaten 
' gehalten. Nach Betaiuben mit Kohlendioxyd und Entfernen der Augen lassen sich 
die Pharyngealdriisen zusammen mit den Kopfdriisen ohne Beschadigung der 
anderen Driisen aus der Kopfkapsel herausziehen. AnschlieBend kénnen den deka- 
| pitierten Bienen die Thoraxdriisen entnommen werden. Die gewonnenen Driisen 
» wurden unter Alkohol bei —15° aufbewahrt. 

Verfiitterung von Biopterin-[#4C] an Brutbienen: 160 junge Arbeits- 
bienen wurden nach Entnahme aus dem Stock in 2 sogenannte Verschulungskafige 
_ (75 x 75 x 35 mm) verteilt und bei 34° mit einer 25proz. Honiglésung gefiittert, 
' der Biopterin-[14C] (Gesamtaktivitét 1 x 10? Imp./Min. = 0,175 mg Pteridin) zu- 
’ gesetzt war. Nach Verbrauch der Versuchslésung wurde noch etwa 24 Stdn. mit 
reiner Honiglésung nachgefiittert. Bei der Préparation der Versuchstiere wurden 
auBer den genannten Driisen noch Augen, Kopf, Thorax, Darm und Abdomen 
getrennt in Alkohol konserviert. 

Aufarbeitung der Driisen: Nach Abdampfen des Alkohols wurden die 
_ nach ihrer Art sauber getrennten Driisen (n = 650) unter 1,5 ml Wasser mit See- 
sand griindlich zerrieben, zentrifugiert und dann nochmals mit der gleichen Menge 
| Wasser extrahiert. Der so erhaltene Extrakt wurde zur Gewinnung der Lipoid- 
' fraktion 3mal mit 5 m/ Ather ausgeschiittelt. Die waiBr. Lésung wurde mit wenig 
_ Aktivkohle versetzt, wahrend 14 Stde. gelegentlich aufgeschiittelt und dann zen- 
_ trifugiert. Die Kohle wurde 2mal mit 1 m/ Wasser gewaschen und das abzentri- 
_ fugierte Adsorptionsmittel zur Gewinnung des Biopterins mit 0,3 ml eines Ge- 
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3 T. Mitteil.: A. Butenandt u. H. Rembold, diese Z. 308, 284 [1957]. 

4 TI. Mitteil.: A. Butenandt u. H. Rembold, diese Z. 311, 79 [1958]. 

5 VI.Mitteil.: H. Rembold u.G. Hanser, diese Z.319, 213[1960], nachstehend. 
6 G. A. Résch, Z. vergleich. Physiol. 2, 571 [1925]. 











208 Heinz Rembold und Gisela Hanser, Bd. 319 (1960) 


misches von Aceton und 0,37 waBr. Ammoniak (1:1) verriihrt. Nach 10 Min 
wurde die Kohle abzentrifugiert und die iiberstehende Lésung chromatographier, 
Zur quantitativen Biopterin-Bestimmung im Crithidia-Test wurden die Driisen jy 
Wasser fein zerrieben und der Extrakt ohne weitere Reinigung beniitzt. 


Nachweis der 10-Hydroxy-A?-decensaure-(1): Zur Abtrennung der 
Fettsaure von den Neutralbestandteilen wurde der Atherextrakt zweimal mit 5 mj 
0,1ln NaOH extrahiert, die Lauge mit verd. Schwefelséure auf pq 3 gebracht uj 
die Fettsiure mit Ather wieder ausgeschiittelt. Nach Trocknen iiber Magnesium. 
sulfat wurde die atherische Lésung der Fettséure zur Darstellung ihres Methy). 
esters mit Diazomethan versetzt; anschlieBend wurde auf dem friiher bésblivichene 
Wege® mit 4’-Nitro-azobenzol- carbonsaure- (4)-chlorid umgesetzt. Das erhalten 
Derivat wurde im System Pyridin/Decan 2:3 (Papier Schleicher ¢& Schiill 2043}, 
acetyliert) chromatographisch mit authentischem Material verglichen. 

Zum Erkennen geringer Mengen dieser fiir Bienenfuttersifte charakteristi. 
schen Hydroxyfettséure hat sich ihr papierchromatographischer Nachweis iy 
Form des Azoesters sehr bewahrt, weil damit einfach und in guter Ausb2ute ny 
die Hydroxyfettsiuren erfaBt werden. Nach papierchromatographischer Auftren. 
nung lassen sich im UV-Licht noch wenige y Substanz als bei 250 my absorbie. 
rende Flecken erkennen. Das Derivat hat in dem beschriebenen System einen 
Ry-Wert von etwa 0,65; es empfiehlt sich aber, stets Vergleichssubstanz mit. 
laufen zu lassen. 


Nachweis des Biopterins: Das Kohledesorbat wurde auf Papier Schleicher 
& Schiill 2043b als 2,5 cm breiter Streifen aufgetragen und im System n-Butanol 
Kisessig/Wasser 20:3:7 aufsteigend chromatographiert. Als Vergleichssubstanz lief 
synthet. Biopterin unter denselben Bedingungen mit. Die Lage der Flecken wurde 
im UV-Licht bei 250 mu und im mikrobiologischen Crithidia-Wachstumstest’ er. 
mittelt. Das-Biopterin wurde auf dem friiher! mitgeteilten Wege quantitativ he. 
stimmt. Die Papierchromatogramme wurden in 2 cm breite und 1 cm hohe Streifen 
zerschnitten und dem Naéhrmedium vor dem Sterilisieren zugesetzt; anschlieBend 
wurde auf dem iiblichen Wege beimpft und bebriitet. 


Messung der Radioaktivitat: Die Driisen und die iibrigen K6rperteile 


wurden in der in Tab.2 angegebenen Menge im Achatmoérser mit waBr. Ammoniak | 
fein zerrieben und die Extrakte zentrifugiert; die iiberstehende Lésung wurde} 


zur Aktivitétsbestimmung verwendet. Es wurde je 0,1 ml Extrakt auf Aluminium. 
plattchen nach Trocknen unter der IR-Lampe im Flowcounter (Tracerlab) mit 
Endfenster gemessen; Ausbeute etwa 25°, Nulleffekt 18 Imp./Min. 


Ergebnisse 
Wie Tab. 1 zeigt, unterscheiden sich die Labial- und Pharyngeal- 
driisen der Brutbiene sehr stark in ihrem Gehalt an freien Fettsauren 
und Neutralbestandteilen : 


Tab. 1. Zusammensetzung der Lipoidfraktion aus Driisen von Brutbienen (n = 650). 
Angaben in mg. 





| Pharyngealdriisen | Labialdriisen 





Fettsiure-methylester. . . 14,1 0,8 
Neutralanteil ...... 3,4 11,6 





7H. P. Broquist u. A.M. Albrecht, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 89, 178 
[1955]. 
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Das Verhiltnis der freien Fettsiuren zum Neutralanteil ist in den 
Pharyngealdriisen dem des Weiselfutters auffallend ahnlich, waihrend 
bei den Labialdriisen die Relation umgekehrt liegt. Schon daraus 
konnte vermutet werden, daB der hohe Anteil der Fettsiuren in den 
Pharyngealdriisen auf das Vorkommen der Decenolsiure zuriickzufiihren 
ist. In der Tat verhielt sich der aus diesen Driisen dargestellte Azoester 
papierchromatographisch genau so wie das Derivat der aus Weisel- 
futter gewonnenen 10-Hydroxy-A?-decensiure-(1). Eine quantitative 
Bestimmung des dargestellten Derivates durch Messen der UV-Absorp- 
tion bei 331 mu® (molare Extinktion des Chromophors ¢ = 30880) er- 
gab einen Gehalt von 140 y Decenolsiure. 


Bei der Untersuchung der Driisenextrakte auf Biopterin zeigte 
nur das Papierchromatogramm von Pharyngealdriisen-Extrakt unter 
der UV-Lampe (250 mu) bei Rr 0,28 eine schwache Blaufluoreszenz 
entsprechend dem als Vergleichssubstanz mitgelaufenen Biopterin; 
ebenso waren die fiir Bienenfuttersifte charakteristischen Purinderivate® 
nur bei diesem Extrakt an ihrer Fluoreszenzléschung zu erkennen. 
Zur Sicherung dieses Befundes wurde je ein Papierchromatogramm von 
Pharyngeal-, Hinterkopf- und Thoraxdriisen-Extrakt im Wachstums- 
test? an Crithidia fasciculata ausgewertet ; auch in diesem empfindlichen 
Test wurde nur bei den Pharyngealdriisen an der Stelle des Biopterins 
eine positive Reaktion erhalten. Eine quantitative Bestimmung mit 
einem Extrakt aus 200 Pharyngealdriisen ergab einen Gehalt von etwa 
0,1 y Biopterin; in Pollen konnten wir keine Biopterinaktivitét nach- 
weisen. 

Die Ergebnisse aus der Verfiitterung von markiertem Biopterin an 
Jungbienen sind in Tab. 2 zusammengestellt; die Werte sind auf einen 
Nulleffekt von 18 Imp./Min. korrigiert. 


Tab. 2. Verteilung der Radioaktivitat in Brutbienen nach Verfiitterung von Bio- 
pterin-[2-™“C}. 














Kérperteile Anzahl | Gewicht | Aktivitét| spezif. Akt. | Verteilung 
n (mg) (Imp./Min.) | (Imp./Min./mg) (%) 
1. Labialdriisen 
a) Thoraxdriisen . 320 184 80 0,4 1,1 
b) Hinterkopfdriisen 320 19 0 0,0 0,0 
2. Pharyngealdriisen . 320 360 1700 4,7 13,3 
ee ee 110 88 0 0,0 0,0 
O° RSA gerne 20 171 36 0,2 0,6 
Rue fk sk 5 231 600 2,6 7,4 
6. Abdomen 
+ Honigmagen. . 5 117 3200 27,3 77,6 
4 a 6 232 | 172000 740 ~ o— 

















’ E. Hecker, Chem. Ber. 88, 1666 [1955]. 
® III. Mitteil.: F. Lingens u. H. Rembold, diese Z. 314, 141 [1959]. 
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Besprechung der Ergebnisse 


Nachdem unsere Untersuchungen ergeben haben, daB sowohl dj 
Decenoisiure als auch das Biopterin und die fiir den Futtersaft charak. 
teristischen Purinderivate nur in der Pharyngealdriise vorhanden sinj 
kann sicher gesagt werden, daB der Weiselfuttersaft ein Sekret diegy 
Driise ist. Damit werden die friiheren Befunde von Kratky?® bestitig, 
der in morphologischen Untersuchungen bei Arbeitsbienen eine Ab. 
hangigkeit der Pharyngealdriisen-Entwicklung vom Lebensalter rj 
der Ernahrung festgestellt hat, waihrend er bei Hinterkopf- und Thorax. 
driisen keine vergleichbaren funktionellen Veranderungen fand. 

Der Biopterin-Fiitterungsversuch zeigt, daB die Tiere auffallen 
kleine Substanzmengen aufgenommen haben; dies léBt sich wohl mif 
dem geringen Nahrungsbedarf unter den Versuchsbedingungen erklaren f 
Vergleicht man jedoch die Aktivitatsverteilung im K6rper auBerhal) 
des Darmes, so zeigt sich deutlich ein gerichteter Einbau des Biopterin 
in die Pharyngealdriisen; die Labialdriisen enthalten praktisch kein§ 
Aktivitat. Der erhdhte Gehalt an Biopterin-[#4C] im Abdomen diirfe 
vorwiegend darauf zuriickzufiihren sein, daB beim Herauspripariern 
des Darms der gefiillte Honigmagen mit einer geringen Restaktivitiif 
im Hinterleib zuriickgeblieben ist. 

Eine iiberschlagmaBige Berechnung zeigt, wieviel Biopterin auf 
der Nahrung in die Pharyngealdriise gelangt ist. Ein Extrakt aus 20)f 
Pharyngealdriisen enthielt nach Auswertung im Crithidia-Test etwa 0,1 )P 
Biopterin. Die spezif. Aktivitat des verfiitterten Biopterins-[4C] betry> 
6 mC (13,32 x 10° Imp./Min.}/mMol (237 mg). Danach entsprechen die}, 6T8 
gemessenen 1,7 x 10% Imp./Min. einem Gehalt von etwa 0,03 y mar Arb 
kiertem Biopterin in 320 Driisen. Der Anteil des aus der Nahrung aut) 2! 
genommenen und wihrend 24 Stdn. in die Pharyngealdriisen eingebauten| il 
Biopterins macht also mindestens 20°% des insgesamt in den Driisen! 
vorhandenen Pterins aus! Der Befund, daB in Pollen, die neben Nektar’ 
die einzige Nahrung der Bienen sind, kein Biopterin enthalten ist, zeigt, ) @" 
daB die Tiere normalerweise auf eine Zufuhr dieser Substanz mit der) 5!¢ 
Nahrung nicht angewiesen sind, sondern sie offensichtlich selbst m| Fe 
synthetisieren vermégen. | dal 

Der Fiitterungsversuch hat eindeutig gezeigt, daB das aufgenom.| Me 
mene Biopterin im Organismus nicht gleichmaBig verdiinnt, sondem| V® 
gerichtet in die Pharyngealdriisen eingebaut wird, und er stiitzt damit} _ 
die Vermutung, daB diesem Pterin eine physiologische Bedeutung m|, V¢ 
kommt. = 

Nach der Niederschrift dieser Arbeit wurde von anderen Autoren! de 
gezeigt4, da die Mandibulardriise 10-Hydroxy-A?-decenséure-(1) in| 2.1 
erstaunlich hoher Menge enthalt; im Gegensatz zu unseren Befunda) 


10 KE. Kratky, Z. wiss. Zool. 189, 120 [1931]. 

11 R. K. Callow, N.C. Johnston u. I. Simpson, Experientia [Basel] 1i, ; 
421 [1959]; S. A. Barker, A. B. Foster, D.C. Lamb u. L. M. Jackman, Na. = 
ture [London] 184, 634 [1959]. | Bi 




































319 (196 Bd. 319 ( 1960) Uber den Weiselzellenfuttersaft der Honigbiene, V P11 


haben aber Barker und Mitarbeiter™ in den Pharyngealdriisen keine 
wohl disp Decenolsiure nachweisen kénnen. Dieser Widerspruch wird verstind- 
 charaj,f lich, wenn man beriicksichtigt, daB wir aus insgesamt 1300 Pharyngeal- 
len sing driisen nur etwa 140 y der Hydroxyfettsiure in Form des Azoesters 
>t diegy—f erhalten haben, die englischen Autoren, die 100 Pharyngealdriisen 
estiitig, analysierten, also maximal 50 y Decenol.siure erwarten konnten. Da 
ine Aj,@ wir aus den weiter unten besprochenen Griinden mit solch geringen 
ter ryip Substanzmengen gerechnet haben, untersuchten wir ein Derivat die- 
Thoray.f set Siure, dessen Nachweis auf dem Papierchromatogramm um eine 
f Zehnerpotenz empfindlicher ist als der Nachweis von freien Fettsauren 
durch Bespriihen mit einer Indikatorlésung. Eine Beschidigung der 
‘ohl mj} Mandibulardriisen bei der Priparation der Pharyngealdriisen ist da- 
rklarey § durch ausgeschlossen, daB die Driisen von oben her entfernt werden. 
Berhal,f Wir stehen also vor der eigenartigen Tatsache, daB sowohl in der 
»pterinf Mandibulardriise als auch in der Pharyngealdriise eine Hydroxyfett- 
h kein§ siure enthalten ist, die charakteristisch fiir Bienenfuttersifte ist. Es ist 
. dir) denkbar, daB die beiden Driisen, deren Offnungen sich im Schlund 
ariere| gegeniiberliegen, gemeinsam ihr Sekret abgeben, das sich noch im 
<tivityf Schlund zum Futtersaft vermischt, und daB die geringe Menge an 
' Decenolsiure in den Pharynxdriisen daher kommt, dab ein Teil des 
in ay} Mandibulardriisensekrets in diese Driisen eingedrungen ist. Betrachtet 
‘us 2jf man aber die Mengenverhiiltnisse von Decenolsiure zu Biopterin in 
a 0,1) ' den Futtersiften und in der Pharyngealdriise, so bietet sich zwanglos 
betryp, eine andere Erklarungsméglichkeit an: Weiselfuttersaft enthalt pro 
en dis}, Gramm Frischgewicht etwa 300 y Biopterin und 30 mg Decenolsiure, 
» mar} Arbeiterinnenfuttersaft? im Juni etwa 30 y Biopterin und 30 mg Dece- 
1g aut.) nolsiure, die beiden Stoffe sind also in den Futtersaften im Verhiltnis 
bauten!) 1:100 bzw. 1:1000 enthalten. Ubertrigt man diese Verhiltnisse auf 
Driisen) die Pharynxdriisen, fiir die wir im Crithidia-Test bei 200 Driisen etwa 
Nektar 0,1 y, bei 1300 Driisen also 0,6 y Biopterin gefunden haben, so wiren 
zeigt, | an Fettsiure 60 y zu erwarten, wenn sie Weiselfuttersaft, 600 y, wenn 
it der! sie Arbeiterinnenfuttersaft produzieren. Die isolierte Menge von 140 y 
»st qm Fettsiure entspricht ganz gut diesen Werten, wenn man beriicksichtigt, 
/ daB diese nur grob geschatzt sind und die Gewinnung solch geringer 
enom.| Mengen nur unter Verlusten méglich ist; es wiirde bedeuten, daB die 
ndem| Von uns untersuchten Bienen Arbeiterinnenfutter produziert haben. 

damit} Der hohe Einbau von Biopterin in die Pharyngealdriisen nach 
ig m-| Verfiittern der markierten Verbindung spricht dafiir, daB dieser Stoff 
' ineinem anderen Organ gebildet und dann iiber diese Driise ausgeschie- 
toren!, den wird (gerade bei Insekten sind verschiedene Organe bekannt, wie 
1) in| 2-B. Augen und Gonaden, die besonders reich an Pteridinen sind); in 
inden gleicher Weise miiBte man dann die Mandibulardriise als Produktions-, 
_ die Pharynxdriise als Ausscheidungsorgan fiir die Decenolsiure be- 
1) 15, trachten. Das histologische Bild, das eine geringe strukturelle Differen- 
, Na. 2ierung der Pharyngealdriisen zeigt, spricht ebenfalls dafiir, daB die 
Bildung eines solch komplexen Sekrets, wie es der Futtersaft ist, nicht 
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ausschlieBlich in diesem Organ erfolgen wird, sondern dieses die Bp. 
standteile des Futtersaftes zum gréBten Teil seiner Umgebuny en. 
nimmt. 

Ob die Mandibulardriise auBer der Beteiligung an der Bildung dq 
Futtersaftes noch eine andere Funktion hat, ist noch nicht bekannt 
Auffallend ist, da8 sie sich im Gegensatz zur Pharynxdriise bei de 
Flugbienen nicht zuriickbildet, sondern gerade hier besonders reich ay 
Decenolsiure ist?? und daB sie auch bei der Bienenkénigin voll ays. 
gebildet ist. 


Herrn Professor A. Butenandt sind wir fiir das fordernde Interesse an diese 
Arbeit dankbar. Herrn Dr. K. A. Forster, Fa. H. Mack Nachf., Tllertissep, 
danken wir fiir die Uberlassung eines Bienenvolkes. Herrn Dozent Dr. M. Lin. 
dauer, Zoolog. Institut der Universitat Miinchen, danken wir fiir Diskussionen, 


Zusammenfassung 


Bei der Untersuchung der Pharyngeal- und Labialdriisen von 
Ammenbienen auf ihren Gehalt an 10-Hydroxy-A?-decensiure-(1), Bio. 
pterin und Purinen konnten diese Stoffe nur in den Pharyngealdriisen 
nachgewiesen werden. An Brutbienen verfiittertes Biopterin-[2-™() 
wurde gerichtet in die Pharyngealdriisen eingebaut. Pollen enthalten 
kein Biopterin, die Bienen sind offenbar auf eine Zufuhr dieser Sub. 
stanz mit.der Nahrung nicht angewiesen. Das Zusammenwirken von 
Pharyngeal- und Mandibulardriise bei der Bereitung des Futtersafte 
wird diskutiert. 


Summary 


The presence of 10-hydroxy-A?-decenoic acid, biopterin and purines 
could be demonstrated in the pharyngeal glands, but not in the labial 
glands, of nurse bees. Biopterin-[2-'*C], when fed to nurse bees, was 
incorporated directly into the pharyngeal glands. Pollen contains no 
biopterin and bees apparently do not require it in the diet. The joint 
functioning of the pharyngeal and mandibular glands in the production 
of the bee food is discussed. 


Dr. H. Rembold, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 15, Goethe. 
straBe 31. 


12 Private Mitteil. von Herrn Dr. R. K. Callow. 
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Uber den Weiselzellenfuttersaft der Honigbiene, VI! 


Der Stoffwechsel des Biopterins in der Honigbiene* 
Von 
Heinz Rembold und Gisela Hanser 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Februar 1960) 


Biopterin (2-Amino-4-hydroxy-6-[L-erythro-1'.2'-dihydroxy-propy]]- 
pteridin) ist normalerweise in merklicher Menge nur im Futtersaft der 
Kéniginnenlarven enthalten* und tritt erst wiaihrend der Umstellung 
eines Bienenvolkes auf die Winterruhe, d.h. Ende Juli, auch im 
Arbeiterinnenfuttersaft auf; dabei bleibt seine Konzentration aber 
immer bedeutend unter dem Gehalt des Weiselfuttersaftes‘. 


Weiselfuttersaft enthalt an fluoreszierenden Stoffen praktisch nur 
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das Biopterin. Extrakte aus Kéniginnenlarven zeigen dagegen bei einer 
papierchromatographischen Auftrennung acht, Extrakte aus Arbeiterin- 
nenlarven mit Sicherheit vier fluoreszierende Flecke, die wahrscheinlich 
alle auf Pteridine zuriickzufiihren sind. Stammen diese zusitzlichen 
fluoreszierenden Stoffe in den Kéniginnenlarven aus dem Biopterin des 
Weiselfuttersaftes, der waihrend der ganzen Entwicklung ihre einzige 
Nahrung bildet, und bestehen quantitative und qualitative Unterschiede 
im Stoffwechsel des Biopterins bei der Bienenkénigin und der Arbeits- 
biene ? 

Zur Untersuchung dieser Fragen haben wir am C-2 des Kerns mit 
MC radioaktiv markiertes Biopterin sowohl an 2 Tage alte K6éniginnen- 
larven als auch an entsprechende Arbeiterinnenlarven verfiittert und 
das Verhalten der Substanz wahrend der verschiedenen Entwicklungs- 
stadien der Versuchstiere verfolgt. 


Die sehr hohe spezifische Aktivitét des eingesetzten Biopterins von 


_ 6mC/mMol erlaubte es, an die Versuchstiere nur geringe Mengen des 


Pterins zu verfiittern und damit sogar unter den normalerweise im 
Arbeiterfutter vorhandenen Biopterin-Konzentrationen zu bleiben: eine 
Aktivitat von 104 Imp./Min. entspricht z.B. einer Menge von 0,18 y 


1 V. Mitteil.: H. Rembold u. G. Hanser, diese Z.319, 206 [1960], vorstehend. 

* Vorlaufige Mitteil.: A. Butenandt, Vortrag auf der Versammlung der 
Ges. Deutscher Naturforscher u. Arzte, Wiesbaden, 2. Oktober 1958; vgl. Natur- 
wissenschaften 46, 466 [1959]; H. Rembold, Vortrag auf dem XVII. Internat. 
Kongre8 fiir Reine und Angewandte Chemie, Miinchen, 4. Sept. 1959; Angew. 
Chem. 72, 46 [1960]. 

3 II. Mitteil.: A. Butenandt u. H. Rembold, diese Z. 311, 79 [1958]. 
4 TV. Mitteil.: G. Hanser u. H. Rembold, diese Z. 319, 200 [1960]. 
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Biopterin, die in etwa 10 mg frischem Arbeiterfuttersaft oder in ety, 
0,5 mg Weiselfutter enthalten ist. 


1. Quantitative Ergebnisse nach Verfiitterung 

von Biopterin-[2-“C] an Bienenlarven 

Bei der Bienenmade wird erst nach beendeter Larvenentwickl 
die Afte.éffnung ausgebildet und dann der gesamte Kot aus dem Darn 
entleert; kurze Zeit spiter erfolgt die Puppenhiutung. Somit ist die 
Einstellung eines Gleichgewichts zwischen aufgenommenem und rego. 
biertem Biopterin in den Versuchstieren bis zum Zeitpunkt der Kot. 
abgabe zu erwarten. 


Abb. 1 zeigt den Gehalt an Radioaktivitét in den einzelnen Ent. 
wicklungsstadien von Kénigin und Arbeitsbiene. Es ist zu erkennen, 
daB die Radioaktivitit der Versuchstiere durch die starke Futter. 
aufnahme schon bald nach Versuchsbeginn steil ansteigt, daB aber der 

. gréBere Teil der Aktivi- 
6x103 tit etwa am dritten Tag 
mit dem Kot wieder aus. 
geschieden wird. Dieses 
Ergebnis entspricht un. 
seren friiheren Beobach. 
tungen‘, nach denen die 
Bienenmaden einen Teil 
der im Wachstumstest 
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Abb. 1. 
1 Verteilung der Radioakti. 
" vitét nach Verfiittern von 
Biopterin-[2-4C] an zwei- 
1 1 tagige Kéniginnen- (@) bzw. 
F ' ' / i sak ‘ Arbeiterinnenmaden (0). 


















































an Crithidia fasciculata wirksamen Stoffe vor der Verpuppung mit 
dem Kot wieder ausscheiden. Nach der Kotablage andert sich der Ge- 
halt an Radioaktivitat sowohl bei der Kénigin als auch bei der Arbeits. 
biene nicht mehr; der Kéniginnen-Versuch zeigt, daB die Radioaktivitit 
bis ins Imaginalstadium konstant bleibt. Ein deutlicher quantitativer 


Unterschied in der Verwertung des Biopterins besteht zwischen den } 


K6niginnen und den Arbeiterinnen nicht. 


2. Qualitative Ergebnisse nach Verfiitterung 
von Biopterin-[2-'C] an Bienenlarven 
Um auch Umwandlungsprodukte des Biopterins erfassen zu kénnen, 
die in den Versuchstieren in nur geringer Menge vorhanden sind, wurde 
der Extrakt von 40 Weiselpuppen an einer Austauschercellulose auf- 
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getrennt. Die Tiere hatten als zweitigige Larven die markierte Ver- 
pindung aufgenommen und sich nach der Kotablage normal verpuppt. 


Aus Abb. 2 ist ersichtlich, daB die Radioaktivitét nur in den 
Fraktionen 50—100 mi als Einzelbande enthalten ist. Alle anderen 
fluoreszierenden Stoffe (die Fluoreszenz der Fraktionen 20—120 ml ent- 
spricht 3 verschiedenen Substanzen) enthalten keine meBbare Radio- 
aktivitit. Die papierchromatographische Auftrennung einer Probe der 
radioaktiven Fraktion zeigt, daB es sich hierbei um unverandertes 
Biopterin handelt. 














"2 6 10 wo” 20” 2 WO” He 80 420 
ie 

Abb. 2. Verfiitterung von Biopterin-[2-“C] an zweitagige Kéniginnenmaden. 

Fluoreszenz ( ) und Radioaktivitét (----) in Weiselpuppen nach Chro- 

matographie des Extraktes an Ecteola-Cellulose. 





Zu den gleichen Ergebnissen fiihrt die papierchromatographische 
Analyse aller anderen Entwicklungsstadien bei K6niginnen und bei 
Arbeiterinnen. Nur Larven, die den Kot noch nicht ausgeschieden 
haben, zeigen neben Biopterin noch weitere fluoreszierende Substanzen 
mit deutlicher Radioaktivitat. Im Kot der im Thermostaten aufgezo- 
genen Arbeiterinnenlarven findet man unverindertes Biopterin als 
hauptsichliches Ausscheidungsprodukt, daneben aber auch Umwand- 
lungsprodukte mit deutlicher Radioaktivitat. 


Abb. 3 zeigt neben dem Radiopapierchromatogramm eines Extraktes 
aus einer K6niginnenlarve nach der Kotablage die chromatographische 
Auftrennung des von einer Arbeiterinnenlarve abgegebenen Kotes. 

Testet man Papierchromatogramme der Versuchstiere mit der 
Flagellate Crithidia fasciculata auf ihren Wuchsstoffgehalt, so ergibt 
sich, daB die Tiere neben Biopterin noch geringe Mengen anderer Cri- 
thidia-Wuchsstoffe enthalten (Abb. 3). Da diese das Biopterin in seiner 
Wuchsstoffwirkung auf Crithidia zu ersetzen vermégen, diirfte es sich 
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dabei um Substanzen mit ahnlicher Struktur handeln. Ob sie sich 


direkt 
vom Biopterin ableiten, la8t sich infolge ihrer geringen Konzent 


ration 


nicht feststellen; es ist aber denkbar, daB sie die eigentlich stoffwechsel, 
m Organismus sind. Ihre geringe Kop. | 


aktiven Formen des Biopterins i 
zentration kénnte dann die erstaunliche Stabilitat des Biopterins in der 
Weise erklaren, daB es als Depotform dient, was nicht ausschlieBt, dag 
das Biopterin im Organismus in einer reduzierten, leicht. oxydierbarey 
Form vorliegt, wie man es beispielsweise von der Folsiure kennt. 
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Herrn Professor A. Butenandt sind wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit 


' dankbar. Herrn Dr. K. A. Forster, Fa. H. Mack Nachf., Illertissen, danken wir 


wiederum fiir die Méglichkeit, die Kéniginnen-Versuche in seiner Imkerei durch- 
zufihren, sowie fiir die Uberlassung eines Bienenvolkes. 


Beschreibung der Versuche 


- 1, Synthese von 2-Amino-4-hydroxy-6-[L-erythro-1'.2’-dihydroxy- 


propyl]-pteridin-[2-“C] 
Aus 53 mg Ba44CO, (spezif. Aktivitat 18,6 mC/mMol) wurden auf dem von 


' Weygand® beschriebenen Weg nach Verdiinnen mit inaktivem Material 105 mg 
-9.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin-[2-“C]-sulfat mit einer spezifischen 
- Aktivitat von 6 mC/mMol erhalten *. 


Zur Darstellung des Pteridins setzten wir 75 mg (0,5 mMol) 5-Desoxy- 
arabinose®, 80 mg (0,3 mMol) 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin-[2-“C ]-sulfat 
und 62 mg (1,3 mMol) Hydrazinhydrat in 2 ml ln Acetatpuffer bei pq 4,7 um. 
Die Mischung wurde in einem Zentrifugenglas mit RiickfluB8kiihler im Wasserbad 
bei 80° gehalten, wobei durch Einleiten von Stickstoff fiir gute Durchmischung 
gesorgt wurde. Nach 10 Min. war die Lésung klar, dann begann das Pteridin sich 
abzuscheiden. Das Reaktionsgemisch wurde insgesamt 3 Stdn. erwarmt und iiber 
Nacht im Kithlschrank gehalten. Der durch Zentrifugieren gesammelte Nieder- 
schlag wurde 2mal mit 1,5 ml Wasser, 2mal mit 2 m/ Methano! und einmal mit 
2ml Ather gewaschen: 43 mg eines orangegelben Pulvers, das zum gréBeren Teil 
Biopterin neben dem isomeren 7-[1’.2’-Dihydroxypropyl]-pteridin und anderen 
fluoreszierenden Stoffen enthalt. Zur Reinigung wurden jeweils bei Bedarf 0,8 mg 


_ Rohprodukt, gelést in wenig waBr. Ammoniak, auf einen Bogen Chromatographie- 
_ papier (Schleicher & Schiill 2043b) als Streifen aufgetragen und in n-Butanol/ 
|. Eisessig/Wasser 20:3:7 absteigend chromatographiert. Die Zone bei Ry 0,28 
_ wurde unter der UV-Lampe markiert, mit war. Ammoniak extrahiert und im 
_ gleichen System rechromatographiert. 


2. Verfiitterung von Biopterin-[2-"C] an Kéniginnenlarven** 
Aus einem Bienenstock, der der Kéniginnenzucht dient, wurde ein Zucht- 


_ rahmen mit etwa 2 Tage alten K6niginnen-Larven (58 Weiselzellen) entnommen; 


nach Verkiirzen der Zellen gaben wir auf den vorhandenen Futtersaft je 0,01 ml 
einer wi8r. Loésung von Biopterin (3,75 x 10° Imp./Min./ml) und verriihrten sie 
sofort mit dem Futter, wobei darauf geachtet wurde, daB die Larven auf dem 
Futtersaft schwimmen. Um zu vermeiden, daB die Zellen nach dem Zuriickgeben 
in den Stock von den Ammenbienen entleert werden, wurden die Weiselzellen 
anschlieBend 4 Stdn. im Thermostaten bei 35° gehalten, bevor der Zuchtrahmen 
ins Volk zuriickgehangt wurde. Uber Nacht waren alle Zellen auf die friihere 
GréBe erganzt worden; keines der Tiere war abgestorben. Aus dem Versuchsvolk 


+ wurden jeweils 5 Tiere zu den aus Abb. 1 ersichtlichen Zeiten entnommen und 
_ unter Alkohol konserviert. 


Bei einem zweiten Bienenvolk wurden in der gleichen Weise 44 Weisellarven 


mit Biopterin-(2-“C] gefiittert. Die Tiere verpuppten sich alle und wurden dann 
_ ebenfalls unter Alkohol konserviert. 


5 F. Weygand, H. J. Mann u. H. Simon, Chem. Ber. 85, 463 [1952]. 

6 E. L. Patterson, R. Milstrey u. E. L. R. Stokstad, J. Amer. chem. Soc. 
78, 5868 [1956]. 

* Fiir die freundliche Unterstiitzung bei der Synthese dieser Verbindung 
sind wir Herrn Professor F. Weygand und Herrn Dozent Dr. H. Simon, Techn. 
Hochschule Miinchen, sehr dankbar. 

** Diese Versuche wurden in der Imkerei der Firma Mack, Illertissen, durch- 
ene Fir die freundliche Unterstiitzung danken wir Herrn Imkermeister 
schliiter. 
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3. Verfiitterung von Biopterin-[2-“4C] an Arbeiterinnenlarven 


Die Arbeiterinnenmaden wurden im Alter von 3 Tagen (40—75 mg Kérper. 
gewicht) dem Stock entnommen und einzeln in Réhrehen (@ 12 mm, Hohe 15 mm) 
im Brutschrank bei 35° und 90—100% Luftfeuchtigkeit auf Futterlosung ge. 
halten. Das verwendete Futter besteht aus einer waBr. Lésung von 25%, Honig, 
10% Trockenhefe (Waldhof) und 0,3°% Nipagin; zur Entfernung gréBerer Hefe. 
partikeln wurde die Lésung zentrifugiert und durch 8fachen Verbandmull filtriert, 

Von dieser Futterlésung wurden 0,15 mi pro Larve in jedes Rohrchen ge. 
geben und 0,01 mi obiger Lésung von Biopterin-[2-4C] zugemischt. Nach 12 bis 
15 Stdn. hatten die Tiere den gréBten Teil des Futters aufgenommen; es wurden 
dann nochmals 0,05—0,1 m/ Futterlésung nachgegeben. Etwa 2 Tage nach Ver. 
suchsbeginn stellten die Bienenmaden die Nahrungsaufnahme ein. Sie wurden 
dann in Wasser gewaschen, auf Filtrierpapier abgetrocknet und gewogen: gie 
hatten wahrend der Versuchszeit im Durchschnitt das normale Endgewicht von 
150—170 mg erreicht, ihr Anfangsgewicht also mehr als verdoppelt. Zur Kot. 
ablage und Verpuppung wurden sie in Hinzelschalchen (@ 30 mm) auf angefeuch. 
tetem Filtrierpapier im Theromstaten gehalten. 

Die Versuchstiere wurden als Maden vor bzw. nach der Kotablage und alk 
Puppen unter Alkohol konserviert; der auf das Filterpapier abgesetzte Kot wurde 
im Exsikkator iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 


4. Bestimmung der Radioaktivitaét in den Versuchstieren 


Die unter Alkohol konservierten Tiere wurden einzeln mit waBr. Ammoniak 
fein zerrieben, der Extrakt wurde zentrifugiert und die iiberstehende Liésung zur 
Aktivitaétsbestimmung verwendet. Es wurden je Test 0,1 m/ Extrakt auf 3 Alu. 
miniumplattchen aufgetragen und nach Trocknen. unter einer IR-Lampe im Flov. 
counter (Tracerlab) mit Endfenster gemessen. Die in Abb. 1 angegebenen Werte 
sind Mittelwerte von durchschnittlich 3 Tieren; sie sind auf eine Zahlrohrausbeute 
von 25% korrigiert. 


5. Chromatographie der Extrakte 


40 Weiselpuppen wurden mit insgesamt 10 ml wa8r. Ammoniak mehrmals ‘4 
fein zerrieben, die nach Zentrifugieren erhaltene Lésung mit verd. Salzsiure echwach — 





angesauert und mit Ather mehrmals ausgeschiittelt. Dieser fettfreie Extrakt wurde | 
neutralisiert und im Rotationsverdampfer auf ein kleines Volumen eingeengt, mit | 
wenig Cellulosepulver vermischt und unter der IR-Lampe vorsichtig getrocknet. |— 
Nach Auftragen auf eine Ecteola-Saule (2 x 20cm) wurde zunachst mit 150 ml |— 
Wasser entwickelt, wobei eine im UV blau fluoreszierende Zone wanderte, die sich | 
im Verlauf der Chromatographie in 3 Einzelbanden auftrennte. AnschlieBend | 
wurde mit 150 ml ln Ameisenséure und dann mit 150 ml 2n Ameisensaure eluiert; |” 
dabei wurden eine blau und zwei gelb fluoreszierende Zonen entwickelt. Es wur. | 
den 5-ml-Fraktionen aufgefangen und deren Fluoreszenz im Photometer ,,Eppen- 
dorf‘* verfolgt. AnschlieBend wurden je 0,1 mi der Fraktionen auf Alumiun. 
plattchen im Flowcounter auf ihren Gehalt an Radioaktivitat gepriift. 

Zur papierchromatographischen Untersuchung der Versuchstiere auf Pteri- 
dine wurde der ammoniakalische Extrakt mit etwas Norite verriihrt. Die Kohle 
wurde gelegentlich aufgeriihrt, nach 30 Min. abzentrifugiert, 2—3mal mit Wasser 
gewaschen, bis das Waschwasser nicht mehr getriibt war, und dann mit 0,2 ml |” 
eines Gemischs von Aceton und In Ammoniak (1:1) behandelt. Nach 10 Min. | 
wurde zentrifugiert und der Extrakt zur Chromatographie verwendet. ; 

Zur Aufarbeitung des Kotes der Arbeiterinnenlarven wurde das Filtrier- | 
papier, auf das der Kot abgesetzt worden war, zerschnitten und auf einer Glas- | 
fritte mehrmals mit Wasser extrahiert. Die Lésung wurde im Rotationsverdampfer | 
vorsichtig eingeengt und direkt zur Chromatographie verwendet. 
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evoR 6. Crithidia-Wuchsstoffe in den Versuchstieren 


& Korper. Ein Teil des ammoniakalischen Extraktes der Versuchstiere wurde als 2,5 cm 
1¢ 15 mm) fF preiter Streifen (Papier Schleicher & Schiill 2043b) im System sek.-Butanol + 3%, 
sung ge F Risessig aufgetrennt. Das Chromatogramm wurde in 1 cm hohe Streifen zerschnit- 
vo ae ~ ten und auf dem schon beschriebenen Wege* mit Crithidia fasciculata bebriitet. 
| filtriert, 
pohegiag Zusammenfassung 
ch 12 bis Es wird eine Synthese von Biopterin-[2-14C] beschrieben. Die mar- 
ach We kierte Verbindung mit einer spezif. Aktivitét von 6 mC/mMol wurde an 
. wurde, | 2 Tage alte K6niginnenlarven im Stock und an entsprechende Arbei- 
ZEN: gie terinnenlarven im Thermostaten verfiittert. In beiden Fallen wird der 
icht von groBere Teil der Radioaktivitat vor der Verpuppung mit dem Kot aus- 
m4 geschieden, der Rest ist in der Puppe und der Imago in gleicher Kon- 
‘| zentration vorhanden. Das resorbierte Biopterin li8t sich in allen Ent- 
wicklungsstadien unverindert nachweisen; es geht nicht in merklichem 
MaBe in andere fluoreszierende Verbindungen iiber; im Kot sind auBer 
Biopterin noch andere fluoreszierende Stoffwechselprodukte vorhanden. 
Nach papierchromatischer Auftrennung der Extrakte von Kéniginnen- 
D und Arbeiterinnenlarven lassen sich neben Biopterin in geringer Menge 
noch weitere Crithidia-Wuchsstoffe feststellen. 
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1 Flow. Summary 

Werte A synthesis of biopterin-[2-44C] is described. The labelled com- 


sbeute} pound, with a specific activity of 6 mC/m-mole, was fed to 2 day-old 
queen bee larvae in the hive and to corresponding worker bee larvae 
in a thermostat. In both cases, most of the radioactivity was excreted 
1rmals' before pupation and the remainder was present in equal concentrations 
hwach'» in the pupa and imago. The absorbed biopterin can be demonstrated 
wurde " unchanged in all stages of development and undergoes no significant 
t, mit |’ conversion to other fluorescent compounds. In the excrement, other 
50m). fluorescent metabolic products are present besides biopterin. Small 
> sich 4 amounts of other Crithidia growth substances, together with biopterin, 
*Bend}> were found when extracts of both queen and worker larvae were 
wert; |" separated by paper chromatography. 





Dr. H. Rembold, Mazx-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen, Goethestr. 31. 
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Der EinfluB neuraminsaurehaltiger Mucoproteide 
und Glykolipoide auf das Wachstum 
epithelialer und mesenchymaler Zellen 


in Gewebekulturen 


Von 
H. Faillard und H. Stiekl 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut (Direktor Prof. Dr. Dr. E. Klenk) und der Kinder. 
klinik (Direktor: Prof. Dr. C. Bennholdt-Thomsen) der Universitat KéIn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Mirz 1960) 


Seit Einfiihrung der Technik der Gewebekulturen zu Anfang dieses 
Jahrhunderts wurde versucht, einzelne Faktoren, welche das Wachstum 
von Zellen und Geweben in vitro férdern, zu isolieren und chemisch zu 
charakterisieren. Nach zahlreichen vorangegangenen Versuchen mit 
komplexen, wenig definierten Medien — zumeist Gemischen von Lymphe, 
Plasma und ‘Haemolysaten — versuchten als erste Lewis und Lewis!, 
Gewebekulturen unter bekannten Zusammensetzungen des Mediums an- 
zulegen. So erkannten sie, daB ein Zusatz von Aminosiuren zu einer 
Elektrolytlésung das Wachstum der Gewebekulturen zu férdern vermag, 


Die von Carrel? festgestellte Wachstumsférderung durch Embryo. | 


nalextrakt lenkte die Aufmerksamkeit auf Gewebeextrakte verschiede- 
nen Ursprungs und deren Wirksamkeit. So fanden Baker und Carrel*4, 
daB offensichtlich héhermolekulare peptische Spaltprodukte von Prote- 
inen das Zellwachstum zu stimulieren vermégen, wohingegen niedrigmole- 
kulare tryptische Spaltprodukte diese Wirkung nicht so ausgepragt zeig- 
ten. Durch Pracipitation mit Alkohol konnten die genannten Autoren 
zeigen, da die im Embryonalextrakt enthaltene, das Zellwachstum 
fordernde Fraktion aus Nucleoproteiden und Glykoproteiden besteht. 
Dies gab Veranlassung zu der Annahme, da Mucopolysaccharide oder 
Mucoproteide zumindest neben den Nucleinsiuren fiir das Wachstum 
der Gewebekulturen von Bedeutung sind. 

Ein Gemisch hochmolekularer, labiler Substanzen, welche vorwie- 
gend in der Nucleinsiure-Fraktion vorkommen, isolierte Fischer® aus 
Embryonalextrakt und nannte diese, auf Gewebekulturen stark wachs- 








M. R. Lewis u. W. H. Lewis, Anatom. Rec. 5, 277 {1911}. 
A. Carrel, J. exp. Medicine 17, 14 [1913]. 

A. Carrel u. L. E. Baker, J. exp. Medicine 44, 503 [1926]. 
L. E. Baker u. A. Carrel, J. exp. Medicine 48, 533 [1928]. 
A. Fischer, Acta physiol. scand. 8, 54 [1941]. 
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tumsfordernd wirkende Fraktion ,,Embryonin’*. Nach Dialyse dieses 
hochmolekularen Substanzgemisches ging jedoch die Wachstumswirk- 
samkeit merklich zuriick. Diese von Carrel und Baker? schon friiher 
beobachtete Erscheinung, welche auf das Vorhandensein von Enzymen 
zurickgefiihrt wurde, die die Proteide langsam zu den fiir die Zellen ver- 
wertbaren Aminosiiuren abbauen, veranlaBten Fischer und Mit- 
arbeiter®-® zu den Bezeichnungen ,,accessorische Wachstumsfaktoren‘ 
(accessory growth factors) fiir die niedrig molekularen Eiweifspalt- 
produkte und ,,;wachstumsférdernder Faktor“‘ (growth promoting factor) 
fir das Embryonin. 

Zwischen den verschiedenen Zellarten bestehen aber nach den Be- 
funden von Baker und Carrel**!° erhebliche Unterschiede in ihrer 
Fahigkeit, Nahrstoffe des Mediums zu verwerten. So fanden sie, daB sich 
maligne Zellen durch ihre Fahigkeit, auch niedrig molekulare Eiweil- 
spaltprodukte verwerten zu kénnen, von Zellen benignen Ursprungs 
witerscheiden. Sarkomatése Fibroblasten vermochten nimlich in einem 
im wesentlichen Aminosiuren enthaltenden Medium zu wachsen, wiih- 
rend das gleiche Medium sich fiir benigne, normale Zellen als nicht ge- 
eignet erwies. Pasieka, Morton und Morgan" beschrieben dariiber- 
hinaus, daB bei verschiedenen Typen von Gewebekulturen die Aufnahme 
von Aminoséuren aus dem Kulturmedium unterschiedlich sei. Lediglich 
Adenin wurde von allen untersuchten Kulturen aus dem Medium auf- 
genommen. 

Daraus ergibt sich also, da8 optimales Gewebewachstum nur még- 
lich ist, wenn niedrigmolekulare EiweiBabbauprodukte, Aminosiuren 
und bestimmte Elektrolyte neben komplex zusammengesetzten bio- 
logischen Materialien, wie Plasma, Serum und Embryonalextrakt, 
gleichzeitig vorhanden sind. Morgan, Morton und Parker™ ent- 
wickelten unter diesen Gesichtspunkten ein Basismedium (TCM 199), 
das, soweit augenblicklich iibersehbar, alle fiir das Wachstum von Ge- 
webekulturen. notwendigen Faktoren enthalt. In diesem Medium sind 
Gewebekulturzellen ohne sonstige Zusiitze einige Zeit haltbar und ver- 
mehrungsfahig, wenn sie zuvor durch eine Passage mit Plasma und Em- 
bryonalextrakt gegangen sind. Offensichtlich nimlich vermégen die 
Zellen eine gewisse Menge der fiir sie notwendigsten Substanzen zu spei- 
chern. Die Autoren folgerten deshalb, daB sich dieses synthetische Medi- 
um eigne, andere, das Wachstum begiinstigende Faktoren zu studieren. 








6 A. Fischer u. T. Astrup, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 
245, 633 [1942]. 

? A. Fischer, T. Astrup u. M. Volkert, Acta physiol. scand. 9, 134 [1945]. 

8 A. Fischer, Biology of Tissue Cells, Verlag Gyldendal, Copenhagen 1946. 

® L. E. Baker u. A. Carrel, J. exp. Medicine 47, 353 [1928]. 

10 L. E. Baker, J. exp. Medicine 49, 163 [1929]. 
= reas E. Pasieka, H. J. Morton u. J. F. Morgan, Canad. J. Biochem. 36, 
71 [1958]. 

2 J. F. Morgan, H. J. Morton u. R. C. Parker, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
73, 1 [1950]. 
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Ein solcher Faktor, der das Anhaften der Gewebekulturzellen — jy F 
diesem Falle humane Appendix-A,-Zellen — an der Zellwand firder f 
und ohne den kein Wachstum der Zellen méglich ist, fanden kiirzlic, 
Lieberman und Ove. Es handelt sich dabei um ein aus Kalberseruy | 


isoliertes, hitzelabiles, neuraminsaurehaltiges Mucoproteid. AuBerdey 
beschrieben die genannten Autoren noch einen zweiten, hitzestabile, 
und dialysablen Wachstumsfaktor aus dem gleichen Material. Eine aug. 
gesprochen giinstige Wirkung einiger Mucine (Magenmucin, Intringi 
factor, gonadotropes Hormon) auf das Wachstum und die Teilung me. 
senchymaler Zellen (Monocyten) beschrieb Schir’, wihrend Ditt mar, 
Lipp und Augstein’ iiber die wachstumsférdernde Wirkung von 
Gehirnextrakten auf Gewebekulturen (Herzfibroblasten) berichten konn. 
ten. Nachdem Puck, Marcus und Cieciura!* das Serum verschiedener 
Saugetiere auf das Vorhandensein solcher, das Zellwachstum fordernder, 
Faktoren untersucht hatten, stellten Fisher, Puck und Sato?’ einen 
besonders starken Wachstumseffekt mit dem aus Rinder-Foeten-Serum 
isolierten Fetuin fest. Nach Angaben der genannten Autoren bewirkt das 
Fetuin ein besonders gutes Anhaften (attachment) und Ausbreiten (stret. 
ching) von 83 HeLa-Zellen an Glas, welches sie auf die Fiahigkeit des 
Fetuins zuriickfiihren, die tryptische Wirkung auf die iiuBeren Zellwand. 
proteine zu hemmen. 


Da Klenk und Faillard?® auch aus dem Fetuin des Rinderfoeten. 


Serums N-Acetyl-neuraminsiure isolieren konnten, schien die Kléarung | 
der Frage von Interesse, wie weit der Neuraminsiuregehalt solcher Sub. | 
stanzen fiir die wachstumsférdernde Wirkung in Zellkulturen verant- |” 
wortlich ist, und ob dariiberhinaus auch andere, neuraminsiurehaltige | 
Mucoproteide und Glykolipoide (Human-Serum, menschliches Harn. | 
mucin, Gehirngangliosid) als Wachstumsfaktoren fiir Zellkulturen wirk. | 


sam sind. Die Frage nach der méglicherweise vom Neuraminséuregehalt 
abhangigen Wachstumswirksamkeit lie sich aufgrund der von Klenk, 


Faillard und Lempfrid?®?° aufgefundenen Moéglichkeit der unter | 
schonenden Bedingungen durchfiihrbaren enzymatischen Abspaltbarkeit | 


der Acylneuraminsiuren mittels Influenzavirus und Receptor- Destroying. 


Enzyme (RDE) aus Vibrio cholerae bearbeiten. Die vorliegenden, an HeLa- | 


und Fibroblasten-B-Zellen durchgefiihrten Versuche zeigen, daB nur das 
Wachstum der He La-Zellen nach enzymatischer Abspaltung der Neur- 


13 J. Lieberman u. P. Ove, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 2% 


449 [1957]. 
14 B. Schar, Helv. physiol. pharmacol. Acta 15, 335 [1957]. 
15 C. Dittmar, R. Lipp u. G. Augstein, Z. ges. exp. Med. 128, 600 [1957]. 
16 T. T. Puck, P.J. Marcus u. 8. J. Cieciura, J. exp. Medicine 108, 273 
[1956]. 
17 H.W. Fisher, T.T. Pucku. G. Sato, Proc. nat. Acad. Sci. USA 44, 4 [1958]. 


[1957]. 
19 E. Klenk, H. Faillard u. H. Lempfrid, diese Z. 301, 235 [1955]. 
20 H. Faillard, diese Z. 807, 62 [1957]. 


desided Sallis 





18 E. Klenk u. H. Faillard, Z. Verdauungs- u. Stoffwechselerkr. 17, 51 | 
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' aminsiure aus den das Wachstum férdernden Mucoproteiden merklich 


schlechter ist, wohingegen das B-Zellen-Wachstum offensichtlich vom 
Neuraminsduregehalt nicht positiv beeinfluBt wird. Da nach Grossfeld 


und Meyer”! mesenchymale Fibroblasten-B-Zellen die Faihigkeit haben, 


in Gewebekulturen Mucopolysaccharide zu bilden, ist zu erwigen, ob der 
Grund fiir das unterschiedliche Wachstum der epithelialen HeLa-Zellen 
und der mesenchymalen Fibroblasten-B-Zellen méglicherweise in der 
Fahigkeit der Fibroblasten, auch Mucoproteide synthetisieren zu kénnen, 
zu suchen ist. Eine Zunahme neuraminsiurehaltiger Mucoproteide im 
umgebenden Medium der Fibroblastenkulturen konnte in den eigenen 
Untersuchungen allerdings nicht festgestellt werden. 


Beschreibung der Veisuche 
Methoden 


Die in den eingesetzten Mucoproteiden und Glykolipoiden vorhandene Neur- 
aminsaure wurde in Anlehnung an die quantitative Bestimmung der Methoxy- 
neuraminsdure2*,23 mit Bials Reagenz bestimmt. Die Berechnung erfolgte stets 
als Neuraminsaure-methylglykosid, weil nur diese Verbindung der Neuraminsaure 
als Standardsubstarnz mit Bials Reagenz eine mit Amylalkohol ausschiittelbare 
Farbe entwickelt, deren Intensitat iiber einen weiten Bereich mit zunehmender 
Konzentration linear ansteigt und auBerdem die Nevraminsaéure auch in den 


_ untersuchten Materialen in glykosidischer Bindung vorliegt. 


Virus-Hamagglutinations-Hemmtest: In Anlehnung an die Methode 
von Tamm und Horsfall*4 durch Austesten einer von 200 y Mucin ausgehenden 
Verdiinnungsreihe in der Potenzreihe von 2 nach Zugabe von Indikatorvirus-B-Lee. 


Die Zellzahlungen erfolgten avf zweierlei Weise: 

1. Zur Verlaufskontrolle des Wachstumstestes wurden wahrend des 
Versuches die am Boden der Erlenmeyer-Kolben anhaftenden Zellen der Gewebe- 
kultur mit Hilfe eines in den Strahlengang des Planktonmikroskopes eingebauten, 
die Flache von 0,062 mm? umfassenden Planquadrates ausgezahlt und gleichzeitig 
photographiert. Je KulturgefaB wurden mindestens 5 Planquadrate ausgezahlt; 
bei erschwerter Beurteilbarkeit — d.h. an Stellen, an denen infolge Zelliiberlage- 
rungen und Anhaufungen eine direkte schnelle Auszihlung erschwert war — 
wurden Photoaufnahmen zur Auszihlung herangezogen. Da auf jeden Versuchs- 
ansatz 5 KulturgefaBe kamen, konnte das arithmetische Mittel der Zellzahlen 
jeweils aus 25 bis 50 Auszihlungen der Planquadrate gewonnen werden. Aus- 
zihlungen zu Beginn des Versuches, nach 5 bzw. 6, nach 12, 18 bzw. 24 Stdn. 
und je nach Dauer des Wachstumstestes in weiteren Abstanden von 24 Stdn. 

2. Nach Beendigung des Wachstumsversuches wurden die Zellen vom 
Boden der GefaiBe durch Kalte oder bei B-Zellen durch 0,2proz. athylendiamin- 
tetraessigsaures Natrium (Titriplex III, Merck) abgelést und nochmals abschlieBend 
in der Fuchs-Rosenthalschen Zahlkammer ausgezahlt. Dabei wurden die am 
Boden des GefaBes noch fest anhaftenden sowie die bereits abgelisten Zellen, die 
der Auszihlung im Zahlquadrat gréBtenteils entgehen, erfaBt. Da somit alle 
Zellen — auch solche, die bei mehrschichtigem Wachstum dichter Zellkolonien 
optisch nicht mehr einzeln zu unterscheiden sind — gezahlt wurden und zu diesem 





21 H. Grossfeld u. K.Meyer, Anatom. Rec. 121, 1 [1955], zitiert nach 
R. L. Ehrmann u. G. O. Gey, J. nat. Cancer Inst. 16, 1375 [1956]. 
2 E. Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 270, 185 [1941]. 
*3 P. Bohm, St. Dauber u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 32, 289 [1954]. 
4 7, Tamm u. F. L. Horsfall, J. exp. Medicine 95, 71 [1952]. 
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Zeitpunkt die gesamte Zellpopulation der Stickstoffbestimmung unterworfe, | 


wurde, stimmten die Werte der jeweils abschlieBenden Zaihlkammerzahlung pj 


denen der Stickstoffbestimmung am besten iiberein und ergaben die untereinande | 
am besten vergleichbaren Ergebnisse. Fiir die Stickstoff-Bestimmungen [ 


welche sich nach Morgan und McCrone?> zur Bestimmung des Wachstums voy | 
Gewebekulturen besonders bewahrt haben, wurden die abgeldsten Zellen (s, of 


abzentrifugiert, zweimal in physiol. Kochsalzlésung gewaschen und je Kultw. 
gefaB wieder in 1 ml physiol. Kochsalzlésung suspendiert. Auflosung der Zelle, 
erfolgte nach Zusatz weniger Tropfen 0,1n KOH. AnschlieBend Durchfiihrung de 
Stickstoffbestimmungen nach Kjeldahl. Aus 5 Stickstoffbestimmungen je Ve. 
suchsansatz wurde der Mittelwert genommen. 


Materialien 


Gewebekulturen: Als Zellmaterial der in fortlaufenden Passagen geziich. 
teten Kulturen dienten HeLa-Zellen?*.2’, bekanntlich ein aus einem Portio. 
carcinom isolierter Zellstamm, und B-Zellen, ein aus einer Leukimie stammep. 
der Zellstamm?*. Als Medium fiir die Stammpassagen wurde fiir beide Zellstamme 
das Gewebekulturmedium TCM 199?” mit Zusatz von 4% Embryonalextrakt au 
9 Tage alten Hiihnerembryonen und von 10° Humanserum verwandt. Als Grund. 
medium fir die Versuche diente, wenn nicht anders vermerkt, TCM 199 mit Zu. 
satz von 2% Humanserum; ihm wurden die auszutestenden Substanzen zugesetut. 
Entsprechend dem Befund von Saxén und Penttinen?*, wonach labile, hoch. 
molekulare Serumfraktionen, wie das Komplement, das Wachstum von Hela. 
Zellen zu hemmen vermégen, wurde zu diesen Versuchen nur komplement-inakti. 


viertes Serum verwandt. Die Verteilung der Zellen aus den Stammpassagen auf} 


die Versuchsansatze geschah derart, daB sich je Kulturgefaé8 mit 5 ml Medium 


etwa 20000*Zellen befanden. Fiir jeden einzelnen Versuch wurden 5 Gewebe.| 


Kulturen angesetzt. Vergleich des Wachstums der Zellen mit den auf gleiche Art 
angesetzten Kontrollen ohne Versuchssubstanzen. 


Die nachfolgend beschriebenen Materialien mit unterschiedlichem Neuramin. | 


sauregehalt wurden den Gewebekulturansitzen zunachst in solchen Quantitaten zu. 
gesetzt, daB deren Gesamtneuraminsiuremenge dem Neuraminsauregehalt der Nor. 
malserumkontrolle mit 2% Humanserumzusatz entspricht. Bei sehr gutem Wachs. 
tum wurden die Mucoproteidmengen herabgesetzt, andernfalls erhéht. Receptor. 
arme Materialien wurden unabhangig vom Neuraminsauregehalt in gleicher Menge 
wie receptorhaltige Mucoproteide in die jeweiligen Versuche eingesetzt. 


Menschliches Harnmucin: Darstellung in Anlehnung an die Vorschrift 
von Anderson*® durch Fallung mit Aceton-Benzoesiure und Reinigung durch 
Dialyse nach vorangegangenem Alkalisieren und Umfallen aus kaltem Aceton. 
Es wurden nur 2—3mal aus Aceton umgefallte Harnmucine verwandt. Das 9» 
gewonnene Mucin zeigte sehr starke Himagglutinations-Hemmwirkung (10~ bis 
10-4 y Mucin hemmen noch eine Agglutinationsdosis Influenza-B-Lee-Indikator- 
virus). Neuraminsauregehalt 3,9—4,4°%. 


Receptorarmes menschliches Harnmucin: Nach der bereits friiher” 
beschriebenen Methode wurden Mengen von jeweils 300—500 mg menschlichem 
Harnmucin in steriler 0,01m CaCl,-Lésung mit hochwirksamen, aus Cholera. 


25 J. F. Morgan u. M. A. McCrone, J. nat. Cancer Inst. 19, 393 [1957]. 

26 G. O. Gey, W. D. Coffman u. M. T. Kubicek, Cancer Res. 12, 264 [1952]. 

27 J.D.Syverton u. G.O.Gey, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. 
Biol. 18, 285 [1953]. 

28 KE. E. Osgood u. J. H. Broke, Blood 10, 1010 [1955]. 

29 E. Saxén u. K. Penttinen, Ann. Med. exp. Biol. fenn. 34, 396 [1956]. 

30 A. J. Anderson, Biochem. J. 56, XXV [1954]. 
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tWworfen | pouillon* hergestellten2° RDE-Praparaten von Titern zwischen 2000 und 16000 
Ing mith 40 Stdn. bei 37° bebriitet. Um eine méglichst weitgehende Abspaltung der als 
inande F Receptorsubstanz fiir Mucoviren wirksamen, glykosidisch gebundenen N-Acetyl- 
ungen,— neuraminsiure des Harnmucins zu erreichen, wurden jeweils nur bis zu 500 mg 
M8 von fF Harnmucin mit 4—4,5 ml der RDE-Praparate angesetzt und ein Teil der Spal- 
2 (8.0) tungen, zur Vermeidung der evtl. méglichen*)*? kompetitiven Hemmwirkung 
Kultw. | der enzymatisch abgespaltenen Acylneuraminsaure auf die Neuraminidase, bei 
"Zeller gleichzeitiger Dialyse gegen sterile physiol. NaCl-Lésung bei 37° ausgefiihrt, so 
ung der F da® die enzymatisch abgespaltene Acylneuraminsaure sofort weitgehend entfernt 
j¢ Ver wurde. Eine anschlieBende Dialyse in der Kalte war dann zur Entfernung der 
anorganischen Salze notwendig. Andere Spaltungsansitze wurden nach Bebriiten 
ultrafiltriert und auf dem Ultrafilter mehrfach mit sterilem dest. Wasser aus- 
gewaschen. Die so behandelten Mucine wurden gefriergetrocknet und anschlieBend 
in 5—10 ml physiol. NaCl/0,01m CaCl,-Lésung aufgenommen und zur Entfernung 
des darin noch enthaltenen RDE nach Alkalisieren auf py 9 bei 2—4° 2mal mit 








































Porte je 1 ml gut ausgewaschenem Erythrocytenbodensatz der menschlichen Blutgruppe 0 
mmen, | Versetzt_und jeweils nach sofortigem Zentrifugieren der Uberstand abgezogen. 
timme | Zur Entfernung der Salze wurde eine erneute Dialyse gegen mehrfach gewechseltes 
kt aus | dest. Wasser in der Kalte ausgefiihrt, wobei die Mucinlésung zur Erhaltung der 


‘rund. | Sterilitét mit 0,1% Phenol vor der Dialyse versetzt wurde. Nach anschlieBender 
Lit Zy. |, Gefriertrocknung enthielten die Mucinpraparate, getestet in Verdiinnungsreihen 
esetzt, | ausgehend von 10mg Mucin, kein RDE mehr. Desgleichen zeigten 200 y des 
hoch. | Mucins keine Hamagglutinations-Hemmwirkung mehr. Der Neuraminsaure-Gehalt 
Hela. | betrug noch 0,8—1,2%. 


nakti. Fetuin aus Rinderfoeten-Serum: Darstellung wie friiher 1® beschrieben 
ak ’ in Anlehnung an die Methode von Federson* aus dem Plasma des Oxalatblutes 
eeu | 6—9 Monate alter Rinderfoeten nach Entfernung des EiweiBes durch Fallung 
webe. mit Natriumtrichloracetat-Trichloressigsiure bei py 3,5 und Ultrazentrifugieren 
1 Art|) in saurer Lésung bei 40000 xg. Nach Dialyse des Uberstandes mit anschlieBender 
’ Gefriertrocknung erfolgte weitere Reinigung des Fetuins durch Aufnahme in wenig 
amin.}| | Wasser, erneute hochtourige Zentrifugation (20000 xg) und erschépfende Dialyse 
en zu-} nach vorherigem Anséuern mit Essigsiure auf py 3,0. Das so erhaltene Fetuin 
rNor-| > enthielt 3,6—3,9% Neuraminsaure. Die Himagglutinations-Hemmwirkung war, 
‘achs.|" verglichen mit dem Harnmucin, nur schwach (1—10 y/Agglutinationsdosis In- 
:ptor.|_ fluenza-B-Lee-Indikatorvirus). 





Receptorarmes Fetuin: Die enzymatische Abspaltung der N-Acetyl- 
shrift neuraminsaiure aus dem Fetuin erfolgte in gleicher Weise wie beim Harnmucin 
~ " beschrieben in Ansaitzen von 300—500 mg Fetuin mit RDE. Der Neuraminsiaure- 
| Teh!) gehalt des Fetuins sank danach auf 0,6—0,9% ab. Eine Hamagglutinations- 
ton. Hemmwirkung war in Mengen bis zu 200 y nicht mehr nachzuweisen. Nach enzy- 
as |) matischer Spaltung wurde auch hier wieder das RDE mit menschlichen Erythro- 
cyten aus dem receptorarmen Fetuin herausadsorbiert. 


Receptorarmes Human-Trockenserum: Auch die enzymatische Ab- 
her® | > spaltung von N-Acetyl-neuraminséure aus menschlichem Serum wurde in gleicher 
chem} ) Weise, wie beim Harnmucin beschrieben, in Ansitzen zu jeweils 50 ml Serum mit 
lera- |) 4—4,5 m/ der RDE-Praparate durchgefiihrt, nachdem dem Serum vorher pro ml 
0,5 mg CaCl, zur Aktivierung des Enzyms zugesetzt wurde. Auch hier wurde nach 


952), | 31 J. N. Walop, Vortrag IV. Int. Kongr. f. Biochemie, Wien 1958, Sect. 10-1. 
tat. 2 J. Brug, R. J. E. Esser u. G. B. Paerels, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 88, 241 [1959]. 

33 K. QO. Federson, Nature [London] 154, 575 [1944]. 

|. . Vom Pasteur Institut, Paris (Dr. Gallut) freundlicherweise zur Verfiigung 
gestellt. 








Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 319 15 














226 H. Faillard und H. Stickl, Bd. 319 (1960) 


der enzymatischen Spaltung das RDE mittels menschlicher Erythrocyten viede 
aus dem Ansatz entfernt. Der Neuraminsaiuregehalt sank gegeniiber 0,9— ),95% 
im nicht enzymatisch behandelten Trockenserum auf <0,2% im recepto armen 
Trockenserum ab. 


Um eine neben der enzymatischen Abspaltung der N-Acetyl-neurami asaure 
evtl. mégliche weitergehende Schaidigung des Serums unter den Bedingungen de 
Spaltung und besonders der nachfolgend in alkalischem Milieu notwe..digen 
Wiederentfernung des RDE mittels Erythrocyten feststellen zu kénnen, wurden 
in 2 Versuchen jeweils 50 ml Serum in genau gleicher Weise, jedoch ohne RDB. 
Zusatz, behandelt. Das so gewonnene Kontrollserum zeigte gegeniiber cinfach 
gefriergetrocknetem Serum (Trockengewicht 6° des Frischserums) weder einen 
nennenswerten Unterschied im Neuraminsauregehalt noch in der Wirkung auf das 
Wachstum von Zellkulturen. 


Nicht gefriergetrocknetes Serum hingegen, das lediglich bei 56° komplement. 
inaktiviert wurde, zeigte gegeniiber den ebenfalls komplement-inaktivierten, gefrier. 
getrockneten Seren eine deutlich gréBere wachstumsférdernde Wirkung auf HeLa. 
und Fibroblasten-B-Zellen. 


Gangliosid: Dargestellt nach Chargaff** aus der grauen Substanz von 
Menschen-Gehirn durch kalte Extraktion mit Chloroform-Methanol und ap. 
schlieBende mehrfache Verteilungsdialyse gegen dest. Wasser. Hamagglutinations. 
Hemmwirkung 6—12 y/Agglutinationsdosis Influenza-B-Lee-Indikatorvirus. Neu. 
raminsauregehalt 16%. 


Alle beschriebenen Materialien wurden vor Einsatz in die Zellkulturen jn 
feinst pulverisierter Form einer mehrstiindigen UV-Bestrahlung zur Erreichung 
einer maximalen Sterilitaét unterworfen. 


Ergebnisse 


Humanserum, in Mengen von mindestens 1% zum ,,TCM 199* . 
zugesetzt, ist fiir das Wachstum von HeLa- und B-Zellen erforderlich. | 


Geringere Humanserum-Mengen (0,5°% und weniger) ergaben kein oder 
nur Kiimmerwachstum. AuBerdem ist mindestens nach jeder 2. bis 3. 


Passage ein Zusatz von Hiihnerembryonalextrakt notwendig. In TCM. } 


Medium ohne Zusitze nehmen die Zellen nach wenigen Stunden Kugel- 
gestalt an und lésen sich nach anfinglichem Anhaften am Boden der 


GefaBe ab. Im allgemeinen erreichten die B-Zellen maximales Wachstum |) 
unter optimalen Bedingungen nach 2 Tagen, HeLa-Zellen erst nach | 


3—4 Tagen. 
In Konzentrationen bis zu 2° besteht kein Unterschied zwischen 


Trockenserum und Frischserum in der Wirkung auf das Wachstum der |) 
HeLa-Zellen. Bei héheren Konzentrationen (5 und 10%) ergibt Trocken- 


serum deutlich schlechteres Wachstum als die Kontrolle mit 2°{ Human- 
Frischserum (s. Tab. 1). Receptorarmes Serum in Form von Trocken- 


substanz an Stelle von frischem oder gefriergetrocknetem Humanserum 


ergab gegeniiber dem Human-Trockenserum bei Konzentrationen von 
2, 5 und 10% eine deutliche Reduktion des Zellwachstums von HeLa- 
Zellen. 








34 A. Rosenberg u. E. Chargaff, Biochim. biophysica Acta [Amsterdan] 
21, 588 [1956]; J. biol. Chemistry 282, 1031 [1958]. 
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Tab. 1. Einflu8 von Humanserum-Zusatz auf das Wachstum von HeLa-Zellen. 
Angaben in % der Wachstumsrate mit 2% Human-Frischserum. 
Die Bestimmungen der Wachstumsrate sowohl durch Stickstoffbestimmungen als 
auch durch direkte Zellzahlungen ergaben iibereinstimmende Werte. Die Tabelle 
zeigt Mittelwerte aus je 6 Versuchsreihen mit jeweils 5 Kulturansitzen. Max. 
Streuung der Ergebnisse der einzelnen Versuche untereinander + 7%. 











Serumkonzentration * 
0% a, | 5% | 10% 
TrookepseruM . . 2... 1 2 wee 105,3 | 67,3 54,2 
9,8 
Receptorarmes Trockenserum . . . 46,6 58,9 21,9 
* Trockenserum, gelést in physiol. NaCl-Lésung auf mit Frischserum vergleichbaren N- 


Gehalt. 


Menschliches Harnmucin 
vermag Human-Trockenserum als Zusatz zum TCM weitgehend zu er- 
setzen, wenn die saure Reaktion des Harnmucins durch Zugabe von 
Natriumhydrogencarbonat und 0,01n NaOH auf py 7,0 abgestumpft wird. 
Ohne diese vorhergehende Neutralisation lésen sich die Zellen bei héhe- 
ren Harnmucinkonzentrationen unter Annahme von Kugelgestalt vor- 
zeitig vom Glase ab. Die Wirksamkeit des Harnmucins auf das Zell- 
wachstum ist, verglichen mit den gleichen Mengen Human-Trocken- 
serum wesentlich gréBer, unter Beriicksichtigung des weit héheren Neur- 
aminsiuregehaltes des Harnmucins jedoch annihernd gleich. So konnte 
bei Zugabe von 35 mg% Harnmucin ein Wachstum der HeLa-Zellen 
von 48% der Kontrolle mit 2° Human-Frischserum erzielt werden. Da- 
bei entsprechen 35 mg®% Harnmucin einer Neuraminsiuremenge von 
1,2 mg% und 2% Human-Frischserum. bzw. 120 mg®% Human-Trocken- 
serum, einem Neuraminsiuregehalt von 1,4 mg% in den Kulturmedien. 
Gleichzeitige Zugabe von Trockenserum und Harnmucin ergibt ein 
iiber die Kontrolle mit Frischserum (oder Trockenserum) allein hinaus- 
gehendes Wachstum. Receptorarmes Harnmucin hingegen ergibt nur 
Kiimmerwachstum der Zellen, (s. Tab. 2 und Abb. 1). 


Fetuin 

vermag in gleicher Weise wie menschliches Harnmucin das Trocken- 
serum beim Wachstum von HeLa-Zellen weitgehend zu ersetzen. Hier 
geniigte zur Erreichung gleichen Wachstums als Ersatz des Trocken- 
serums eine Menge von 76 mg% Fetuin, was unter Beriicksichtigung 
von 4% Neuraminsiuregehalt im Fetuin einer Neuraminsaiurekonzen- 
tration von 3,0 mg% entspricht. Zusatz von 2% Humanserum zur an- 
gegebenen Fetuinmenge bedingt eine, gegeniiber der beim Harnmucin 
beobachteten, noch weit gréBere Wachstumssteigerung der HeLa-Zellen. 
Wird aber von Humanserum oder Fetuin der Mucovirus-Receptor weit- 
gehend abgespalten, so erreicht das Zellwachstum nur die Werte von 
Human-Trockenserum oder Fetuin allein (s. Tab. 2). Die in Tab. 2 an- 


15* 
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Abb. 1. HelLa-Zellen, 8 Stdn. nach Beimpfung des Mediums, bestehend aus 
TCM 199 mit Zusatz von a) 2% Humanserum, b) wie a) + 35 mg % Harnmucin 
(receptorhaltig), c) mit 35 mg % ,,receptorhaltigem‘‘ Harnmucin, d) mit 35 mg % 


,receptorarmem‘’ Harnmucin (c und d ohne Serumzusatz).Bei a) liegen die Zellen| 


noch rund, ohne Fortsatze und vereinzelt am Boden der GefaBe. Bei b) rasche 
Vermehrung der Zellen mit Kolonienbildung und zahlreichen Zellfortsatzen. 
c) Mit Zusatz von receptorhaltigem Harnmucin konnte auch ohne Serumzusatz 
(vgl. a!) ein gutes Anwachsen der Zellen und eine gute Zellvermehrung mit Bildung 
von Zellkolonien und Auswachsen von Zellfortsitzen erzielt werden. d) Das Zell. 
wachstum mit receptorarmem Harnmucin entspricht dagegen lediglich demjenigen 
mit alleinigem Zusatz (ohne Harnmucin) von Serum nach 8 Stdn. (vgl. a). (Griin. 


filter, schrage Beleuchtung; 160fache VergréBerung; Zeiss-Plankton-Mikroskop),| 


gegebenen Konzentrationen an Harnmucin (35 mg%, entspr. 1,4 mg, 
Neuraminsiure) und Fetuin (76 mg%%, entspr. 3,0 mg% Neuraminsaure| 


entsprechen den in Vorversuchen ermittelten Minimalmengen zur Er] 


reichung eines guten Zellwachstums. Héhere Konzentrationen ergeben 
keine wesentliche Wachstumssteigerung mehr (s. Tab. 2). Noch gréBere 
Mucoproteidmengen fiihren sogar zu einer Verklumpung der Zellen und 
zu einer Hemmung des Wachstums. 

Bei Zusatz von 1—2% Humanserum zum Fetuin hingegen ist selbst 
bei Reduktion der Fetuinmenge bis auf den 10. Teil (1% Humanserum 
+7,6mg% Fetuin) noch ein Wachstum der HeLa-Zellen von 200% der 








Bd. ¢ 


| Nor’ 


Zust 


; prot 
> bei | 








19 (1964 


d aus 
mucin 
mg % 
Zellen 
rasche 
Atzen. 
Zusats 
Idung 
; Zell. 
nigen 
Griin- 
kop). 


ng % 
ure) 
Er. 
‘ben 
Sere 
und 


[bst | 
um 
der} 





pd. 319 (1960) |Neuraminsaurehaltige Mucoproteide und Glykolipoide 229 


'Normalserum-Kontrolle zu erzielen. Die Wirkung des Humanserum- 
Jusatzes in Bezug auf die Wachstumswirkung der receptorhaltigen Muco- 
| proteide war beim Harnmucin nicht so stark wie beim Fetuin, so daB 
bei Erniedrigung der Harnmucinmenge in Gegenwart von 1% Human- 
serum direkt eine geringere Zellwachstumsrate zu beobachten war. 


“tab. 2. EinfluB verschiedener Zusitze auf das Wachstum von HeLa-Zellen. 
| Angaben in 9% der Wachstumsrate mit 2% Human-Frischserum. Bestimmung 
wie bei Tab. 1. 

| Mittelwerte aus je 3 Versuchsreihen mit jeweils mindestens 5 Kulturansatzen. 
| Maximale Streuung der Ergebnisse der einzelnen Versuche untereinander bei Zell- 
| zihlungen + 8%, bei N-Bestimmungen + 5%. 











; Relatives Wachstum 
Material der HeLa-Zellen 

| (%) 
| 35 mg, Harnmucin (vgl. Abb. 1c) 48 
87 mg Harnmucin ....:.. 52 
, Humanserum + 35 mg% Harnmucin (vgl. Abb. 1b) 178 

20 Humanserum + 35 mg% receptorarmes Harnmucin 60 
2%, peenpeernomns Humanserum + 35 mg% Harnmucin 50 
35 mg%, receptorarmes Harnmucin (vgl. Abb. 1d) . 28 
76mg% Fetuin . TRO Sak enrmechat oat aae™ 84 
190 mg, Fetuin : 87 
2% Humanserum + 76 mg? %o Fetuin Se 426 
07 Humanserum + 76 mg% receptorarmes Fetuin we 92 
2% eapeernes Humanserum + 76 mB 70 Fetuin . 89 
76 mg% receptorarmes Fetuin BA ee 42 


B-Zellen*, 

ein Stamm mesenchymalen Ursprungs, zeigten gegeniiber menschlichem 
Harnmucin und Fetuin ein anderes Verhalten als HeLa-Zellen. Ihr 
Wachstum scheint nicht vom Vorhandensein von Receptorsubstanz 
fir Mucoviren abhangig zu sein. Oftmals war in den Wachstumsver- 
suchen mit receptorarmenSubstanzen sogar ein besseres und schnelleres 
Wachstum zu verzeichnen (s. Tab. 3 und Abb. 2). 


Tab. 3. Einflu8 von Harnmucin und Fetuin auf das Wachstum von B-Zellen. 
Angaben in % der Wachstumsrate mit 2°, Human-Frischserum. 
Bestimmung der Wachstumsrate durch direkte Zellzihlung, Mittelwerte aus je- 
weils 2 Versuchsreihen mit mindestens je 5 Kulturansaétzen. Maximale Streuung 

der Ergebnisse der einzelnen Versuche untereinander + 7%. 


p Relatives Wachstum 
Material der B-Zellen 
(9 ) 


1% Humanserum + 35 mg% Harnmucin . 146 
1% Humanserum + 35 mg%, receptorarmes Harnmucin 150 
1° Humanserum + 7,6 mg®, Fetuin a 161 
1° Humanserum + 7,6 mg% receptorarmes Fetuin . . 250 

















. Herrn Prof. Dr. Scheid, Direktor der Universitats-Nervenklinik K6ln, 
méchten wir fiir die Uberlassung eines B-Zellen-Stammes bestens danken. 
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a) b) 


Abb. 2. Fibroblasten-B-Zellen, 16 Stdn. nach Beimpfung eines Mediums, bestehend 
aus TCM 199 mit Zusete von 1%, Humanserum, a) mit 1,9 mg % receptorarmem 
Fetuin, b) mit 1,9mg % receptorhaltigem Fetuin. Verglichen mit den Zellen 
(Kontrolle) ohne Zusatz von Fetuin, kommt es bei a und bei b gleichermasen ~ 
einer raschen und starken Vermehrung der Zellen mit Ausbildung von unregelmagig 
geformten Zellen mit langen Ausliufern. Zahlreiche lose zusammenhangende Zell. 





kolonien. Bei Fibroblastenzellen ist mit receptorarmem und mit receptorhaltigem f 


Fetuin kein Unterschied im Zellwachstum zu sehen. 


Bei Zugabe von Fetuin und Harnmucin zu B-Zellen ergaben die 
Stickstoffwerte der Zellkulturen stark schwankende und gegeniiber der 
Normalserumkontrolle stets weit héhere Werte als die der Tabelle zu. 
grunde liegenden direkten Zellziihlungen. Die Ursache hierfiir ist eine 
unter der Einwirkung von Fetuin und Harnmucin zu beobachtende, ge. 
geniiber der Normalserum-Kontrolle sehr viel stiirkere Volumenzunahme 
der einzelnen B-Zellen. Dies veranschaulicht eine Gegeniiberstellung von 
Zellvolumen, Zellzahl und N-Gehalt der B-Zellen, welche einmal nu 
unter Normalserum und zum andern mit Zusatz von Fetuin gewachsen 
sind (s. Tab. 4). 


Tab. 4. EinfluB von Fetuin auf GréBe, Zahl und N-Gehalt von B-Zellen. 


Aus der Zellflache, welche aus dem Papiergewicht von 100 photographierten Zellen 

gewonnen wurde, erfolgte die Berechnung des Zellradius. Hierbei muBte die An- 

nahme gemacht werden, daB bei einer gréBeren Summe von Zellen die einzelne 

Zelle kreisférmig sei. Die in Wirklichkeit nicht 1unden Zellen wurden deshalb 

ebenfalls kugelfo6rmig angenommen und das Kugelvolumen aus dem ermittelten 
Radius berechnet. 





| Kugelvolumen Zellzahl | N-Wert 


oO oO 
mu | “ 0) 0 


oO 





2% Humanserum 


: 5 113,13 
2% Humanserum + 7 6 mg%, Fetuin 


538,4 


100 100 100 
476 166 471 














Die Gegeniiberstellung der Zahlenwerte laBt trotz der groBen 
Fehlerbreite der Methode erkennen, dai die unter Fetuineinwirkung 
gewachsenen Zellen erheblich gréBer sind, als die nur mit Normalserum 
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gewachsenen, womit die Diskrepanz zwischen Zellzahl und Stickstoff- 
wert zu erkliren ist, wenngleich auch die sehr gute Ubereinstimmung von 
N-Wert und Zellvolumen in obigem Versuch mehr zufiallig sein mag. 


Bemerkenswert ist ferner, daB das Wachstum der B-Zellen nach Zu- 
gabe von Fetuin oder Harnmucin auBerordentlich beschleunigt wird. 
Wahrend die HeLa-Zellen unter den gleichen Bedingungen ihr maxi- 
males, in Tab. 1 und 2 angegebenes Wachstum nach etwa 46 Stdn. er- 
reichen, war dies bei den B-Zellen bereits nach 5—18 Stdn. der Fall. 
Schon 5 Stdn. nach Zusatz von Fetuin oder Harnmucin konnte in den 
Jellzahlen ein deutlicher Unterschied gegeniiber der Normalserum- 
Kontrolle mit B-Zellen festgestellt werden (Tab. 5 und Abb. 3). 














estehend Tab. 5. Vergleich des Wachstums von B-Zellen mit der als 100%, gesetzten 2proz. 
orarme Humanserum-Kontrolle unter EinfluB8 von Fetuin und von Harnmucin jeweils 
. Zelles in den gleichen Zeitabschnitten. Zellzihlungen, Mittelwerte aus 3 Versuchen. 
aBe 4 Maximale Streuung + 15%. 

a sn Zu 
elma Zellzahlen (in %) nach 


ide Zell. 
valtigem 5 Stdn. | 24 Stdn. | 46 Stdn. | 72 Stdn. | 96 Stdn. |120Stdn. 








| 2% Humanserum 
+76mg% Fetuin. . 166 126 127 119 — 27 
2%, Humanserum 
+ 35 mg% Harnmucin lil 132 140 79 90 66 
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y . Abb. 3. Fibroblasten-B-Zellen, 5 Stdn. nach Beimpfung eines Mediums, bestehend 
aus TCM 199 mit Zusatz von 2° Humanserum. a) kein Zusatz, b) 72,8 mg % Fetuin 
(receptorhaltig). In den ersten Stunden nach Beimpfung sind die Unterschiede im 

00 Verhalten der Kulturen morphologisch am deutlichsten zu sehen: wahrend bei a 

71 das Impfinoculum praktisch unverandert geblieben ist — nur ganz selten be- 

|, ginnendes Auswachsen von Zellfortsatzen, vorwiegend runde Ruhestadien von 

oBen | Zellen ohne Vermehrung — trat bei b unter Einflu§ von Fetuin lebhafte Zell- 

: | vermehrung ein; die Zellen sind spindelig, teilweise unregelmaBig geformt (vgl. 

ung Abb. 2) und weisen meist mehrere Zellfortsatze auf. Nach 16 Stdn. ist in den Kul- 

rum turen ohne Fetuin lediglich sparliches Zellwachstum zu verzeichnen. 
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Versuche, welche in gleicher Weise sowohl mit HeLa- als auch mij 
B-Zellen unter Zusatz von menschlichem Gehirngangliosid, sowie 
freier N-Acetyl- und N-Glykolyl-neuraminsaure an Stelle de 
genannten Mucoproteide durchgefiihrt wurden, zeigten keine positive 
Wirkung auf das Wachstum der Zellen. Auch waren Gangliosil und 
Acylneuraminsiure nicht in der Lage, das Humanserum auch ntr tejl. 
weise in den Zellkulturen zu ersetzen. 


Die Untersuchungen wurden durch Mittel der Deutschen Forsch ungs. 
gemeinschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 

Das Wachstum von HelLa-Zellen, einem aus Portiocarcinon igo. 
lierten Zellstamm, und besonders das von Fibroblasten-B-Zellen, einem 
aus einer Leukimie isolierten Zellstamm mesenchymalen Ursprungs, 
wird in vitro durch Zugabe neuraminsiurehaltiger Mucoproteide (Har. 
mucin, Fetuin) sehr giinstig beeinflu&t. Diese Mucoproteide sind in der 
Lage, das sonst zur Zellvermehrung in synthetischem Medium notwendige 
Humanserum wihrend mehrerer Passagen zu ersetzen. Gleichzeitige Zu. 
gabe von geringen Mengen Humanserum und den genannten Muco. 
proteiden fiihrt zu einer sehr starken Wachstumssteigerung. Enzymati- 
sche Freisetzung der Neuraminsiure mittels Neuraminidase aus Vibrio 
cholerae fiihrt nur bei HeLa-Zellen, nicht aber bei B-Zellen zu einer 
wesentlich * geringeren Wachstumswirksamkeit der verwendeten Muco- 
proteide und des menschlichen Serums. 

Menschliches Gehirngangliosid (ein Glykolipoid) sowie freie N. 
Acetyl- und N-Glykolyl-neuraminsiure zeigen keine wachstumsfoérdernde 
Wirkung auf die untersuchten Zellkulturen. 


Summary 

The growth of HeLa cells (a strain isolated from portio carcinoma) 
and especially of fibroblast-B cells (a strain of mesenchymal origin iso- 
lated from a leucaemic) is promoted by the addition of the neuraminic acid. 
containing mucoproteids, urine mucin and fetuin. These mucoproteids are 
able to replace human serum, which is otherwise needed for cell multi- 
plication in a synthetic medium. The simultaneous addition of sinall 
amounts of human serum and the above mucoproteids causes a very 
strong increase in growth. With HeLa cells, but not with B-cells, the 
growth-stimulating activity of these mucoproteids and of human serum 
is markedly reduced by the enzymic liberation of neuraminic acid with 
neuraminidase (from Vibrio cholerae). 

Human brain ganglioside (a glycolipoid) and free N-acetyl and N- 
glycolyl-neuraminic acid have no growth-promoting action on the cell 
cultures investigated. 


Dr. H. Faillard, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, Koln- 
Lindentha', Joseph-Stelzmann-Str. 52. 
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D teil. Chemische Darstellung von Androsteron- und 
“a Atiocholanolon-glucuronid 
ungs. 
Von 
Wolfgang Staib und Klaus Donges 

>: iso. Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie Diisseldorf, 
einem Leiter: Professor Dr. K. Hinsberg 
rungs, (Der Schriftleitung zugegangen am 6. April 1960) 
Harn. 
in der In friiheren Mitteilungen berichteten wir iiber die hochspannungs- 
ndige F papierelektrophoretische Trennung von 17-Ketosteroid-Sulfaten und 
e Zu. | _Glucuroniden2. Die Steroidkonjugate Androsteron- und Atiocholanolon- 
Luco. glucuronid wurden nach Testosterongaben im Harn von gesunden Ver- 
mati { suchspersonen angereichert, und beide Glucuronide konnten dann auf 
‘tbrio papierchromatographischem Wege nach elektrophoretischer und siulen- 
emer | chromatographischer Vorreinigung voneinander getrennt werden*. Die 
Tuco- Identifizierung der beiden genannten Glucuronide gelang seinerzeit mit 

Hilfe des papierchromatographischen Nachweises der nach /-Glucuroni- 
> NV. dase-Hydrolyse freigesetzten 17-Ketosteroide; die Glucuronsiiure wurde 
tnde | mittels Naphthoresorcins bestimmt. 

Da uns zur eindeutigen Identifizierung keine Referenzsubstanzen 

zur Verfiigung standen, versuchten wir die entsprechenden Glucuronide 
) ' selbst zu synthetisieren. In den ersten Versuchen gelangten jedoch nur 
ma) | Isoandrosteron- und Dehydroisoandrosteron-glucuronid (35-Hydroxy- 
(180° 1 Steroide) zur Darstellung’. Diese beiden 17-Ketosteroide werden aber 
ee | im Harn des Menschen vorwiegend als Sulfatester ausgeschieden, und 
Y mr nur minimale Mengen von Dehydroisoandrosteron konnten bis jetzt als 
— Glucuronidverbindung nachgewiesen werden!. Im menschlichen Harn 
me liegen jedoch die wichtigsten 17-Ketosteroide Androsteron und Atio- 
‘a cholanolon (3x-Hydroxy-Steroide) hauptsichlich als Glucuronide vor, 
ak und es war deshalb von groBem Interesse, die Synthese dieser 17-Ke- 
vith tosteroid-Glucuronide durchzufiihren. 


Nachdem eine Verkniipfung von Androsteron bzw. Atiocholanolon 
NW. mit Glucuronsiiure unter den friiher beschriebenen Bedingungen‘ 
scheiterte, gelang es uns nun, durch 24stiindiges Schiitteln von Andro- 
steron bzw. Atiocholanolon in Benzol mit 1-Brom-2.3.4-triacetyl-f-D- 


ln. 1 IV. Mitteil.: W.Staib, W. Teller u. F. Scharf, diese Z. 318, 163 [1960]. 
2 T. Mitteil.: H. Pelzer u. W. Staib, Clin. chim. Acta 2, 407 [1957]. 

3 TI. Mitteil.: H. Pelzer, W.Staib u. D. Ott, diese Z. 312, 15 [1958]. 

4 TIT. Mitteil.: H. Pelzer, diese Z. 314, 234 [1959]. 
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glucuronsiure-methylester und Silberoxyd® die entsprechenden (lucy. 
ronide darzustellen. Deacetylierung, Verseifung der Methyleste: und 
Bildung der Natriumsalze erfolgten in alkalischem Methanol. 

In der vorliegenden Arbeit wird die chemische Synthese vo. An. 
drosteron- und Atiocholanolon-glucuronid ausfiihrlich beschriebe. Da 
die Produkte nicht analysenrein erhalten werden konnten, wurden sie 
durch Chromatographie und quantitative Bestimmung der Hydrolys. 


produkte naher charakterisiert. Die Identitit des chemisch syntheti. } 


sierten und des auBerdem auf biologischem Wege erhaltenen Androsteron. 
glucuronids wird durch eine Reihe von Vergleichsversuchen  bewiesen, 
Beide Substanzen verhielten sich in zwei verschiedenen Lésungsmittel. 
systemen gleichsinnig und konnten auch in Mischchromatogrammen 
nicht voneinander getrennt werden. In der Hochspannungspapier. 
elektrophorese wanderten beide Substanzen bei px7,5 in Triithanol. 
amin-Acetat-Puffer? anodisch mit einem Rpg-Wert* von 0,65 und waren 
auch im Mischversuch nicht voneinander zu trennen. An Aluminium. 
oxydsiulen konnten die Glucuronide mittels Butanols, das 15% 0,]n 
NH,OH enthielt, quantitativ wieder gewonnen werden. Auch die IR. 
Spektren der in Kaliumbromid gepreften Glucuronide waren identisch, 
Nach /-Glucuronidase-Hydrolyse war bei beiden Glucuroniden An. 
drosteron papierchromatographisch nachzuweisen, und das molare Ver. 
haltnis von Androsteron zu Glucuronsiure betrug in beiden Fiillen 1:1 
(Tab. 1). 

Das chemisch synthetisierte Atiocholanolon-glucuronid, das ein 
molares Verhiltnis von Atiocholanolon zu Glucuronsiiure wie 1:1 aut. 


Tab. 1. Analyse der chemisch synthetisierten Glucuronide von Androsteron und 
Atiocholanolon und des biologisch dargestellten Androsteron-glucuronids. Angabe 
in Mol Glucuronsiure/Mol 17-Ketosteroide. 

Die Glucuronséure wurde mittels Naphthoresorcins (Merck p. a.) gemaB unseren 
friiheren Angaben? bestimmt. Die 17-Ketosteroid-Bestimmung® und die papier. 
chromatographische Analyse (System: Propylenglycol-Ligroin’) erfolgte nach 
72stdg. #-Glucuronidase-Hydrolyse bei 37° (10000—15000 Einh. 6-Glucuronidase! 
mg 17-Ketosteroide in 0,1m Acetatpuffer, px 4,5). 














Darstellung | Glucuronséure Papierchromatographie 
Androsteron-glucuronid chemisch 1,00 Androsteron 
Androsteron-glucuronid biologisch 1,03 Androsteron 
(Spuren Atiocho- 
. lanolon) 
Atiocholanolon-glucuronid | chemisch 0,97 Atiocholanolon 


5 C.F. Hiibner, R.S.Overman u. K.P. Link, J. biol. Chemistry 155, 
615 [1944]. 

6 W. Zimmermann, H. U. Anton u. D. Pontius, diese Z. 289, 91 [1952]. 

7 K. Savard, J. biol. Chemistry 202, 457 [1953]. 

* Die Wanderungsgeschwindigkeiten der Konjugate werden in R,-Werten, 
bezogen auf Bromphenolblau = 1,0, angegeben. 
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wies (siche Tab. 1), zeigte in der Hochspannungselektrophorese eine 
Wanderungsgeschwindigkeit von Ry = 0,65 und war auf diese Weise 
nicht von Androsteron-glucuronid abzutrennen. Eine zufriedensteliende 
Auftrennung erreichten wir aber auf papierchromatographischem Wege 
mit dem von Schneider und Lewbart® beschriebenen System VII. 
Dabei erhielten wir fiir Atiocholanolon-glucuronid einen Ry-Wert von 
0,58 und fiir Androsteron-glucuronid einen Ry-Wert von 0,65. Im selben 
System stimmte der Ry-Wert des chemisch synthetisierten Atiocholano- 
lon-glucuronids mit dem eines auf biologischem Wege gewonnenen 
Atiocholanolon-glucuronids vollig iiberein. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir ein Stipendium 
(K. Dinges), eine Sachbeihilfe und fiir die leihweise Uberlassung eines IR-Spektro- 
photometers (Infracord Perkin-Elmer), den Deutschen Maizena-Werken, 
Hamburg, fiir die Uberlassung gréBerer Mengen Glucuronsaurelacton. Fraulein 
E. Baldus danken wir fiir fleiBige und gewissenhafte Mitarbeit. 


Beschreibung der Versuche 


1-Brom-2.3.4-triacetyl-f-p-glucuronsaure-methy lester (Bromester) 
wird nach Bollenback et al.® mit der |. c.4 beschriebenen Modifikation dargestellt. 
Es erwies sich als zweckmaBig, alle Destillationen unter N, vorzunehmen. Man 
erhalt so ein Produkt vom Schmp. 105—106° (korr.) (Lit. : 106—107° ®; 104—105°!°), 


Chemische Synthese von Androsteron-glucuronid: 0,8 g Androsteron 
(Schering) werden mit 1,33 g Bromester in 25 ml Benzol und 2g Silberoxyd 
(Schuchardt) 14 Stdn. geschiittelt. Danach zentrifugiert man die Losung und 
wascht den Niederschlag 3—4 mal mit Benzol. Die Benzolextrakte werden vereinigt 
und bei maximal 40° unter Stickstoff im Vak. zur Trockne gebracht. Nach Liésen 
des Riickstandes in 10 ml heiBem Athanol kristallisiert das Reaktionsprodukt bei 
—15° aus. 100 mg des von der Mutterlauge abgetrennten Niederschlages werden 
in 15 ml 0,5n NaOH in Methanol 3 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Man dampft 
im Vak. unter Stickstoff bei héchstens 40° ab, nimmt den Riickstand in 100 ml 
Wasser auf und extrahiert zur Entfernung des nicht umgesetzten Steroids 5mal 
mit gleichem Vol. Ather. Die waBr. Phase wird dann auf py11 eingestellt und das 
Glucuronid wird schlieBlich nach Lésen von 10 g Natriumchlorid pro 100 ml waBr. 
Phase 3mal mit gleichem Vol. »-Butanol (wassergesatt.) durch jeweils 45 Min. 
langes Schiitteln auf der Maschine extrahiert. Nun wascht man den Butanolextrakt 
mit '/, Vol. Wasser und dampft im Vak. unter Stickstoff bei héchstens 50° zur 
Trockne ein. Der Riickstand wird in wenig Methanol gelést und mit Ather gefillt. 
Der Niederschlag wird dann 2—3mal der gleichen Prozedur unterworfen und schlieB- 
lich 2—3mal mit Ather gewaschen, Ausbeute: 138 mg. Schmp. 211—215° (mikro- 
kristallin verbacken). 

Zur weiteren Reinigung werden 7 mg des Glucuronids in verschiedenen L6- 
sungsmittelsystemen chromatographiert. Hierzu verwendeten wir das System VIT 
von Schneider und Lewbart® (Athylacetat/Toluol/n-Hexan/tert.-Butanol/Eis- 
essig/Wasser 60:75 :40:25:60:140). Nach 15—16stdg. Aquilibrierungszeit erreichte 
das Lisungsmittel bei 22+1° in etwa 7 Stdn. das untere Ende des Streifens 
(10x 63 cm) und das Androsteron-glucuronid konnte bei einem mittleren Ry, von 





8 J. J.Schneider u. M.L. Lewbart, Recent Progr. Hormone Res. 15, 
201 [1959]. 

® G.N. Bollenback, J. W. Long, D.G. Benjamin u. J. A. Lindquist, 
J. Amer. chem. Soc. 77, 3310 [1955]. 
0 W.F. Gobel u. F. H. Babers, J. biol. Chemistry 111, 347 [1935]. 
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0,62 mit alkalischem m-Dinitro-benzol? lokalisiert werden. Die nichtbeha: delte 
Teile der 17-Ketosteroid-positiven Zone werden nun ausgeschnitten, mit M: thano| 
eluiert und in einem von Bush" beschriebenen System (Toluol/tert.-Butar 51/Ris. 
essig/Wasser 15:5:6:14) rechromatographiert. Unter gieichen Bedingung :n wie 
beim erstgenannten System konnte Androsteron-glucuronid bei einem RF von etwa 
0,53 mit alkalischem Dinitrobenzol lokalisiert werden. 

Da mit der Elution reichlich Verunreinigungen (Oxycellulose ?) aus dem Papier 
herausgelést werden, wird noch eine Mikrochromatographie an einer Alum:niun. 
oxydsaule (16 x 0,6 cm Aluminiumoxyd Merck, standardisiert nach Brockn ann), 
entsprechend der Vorschrift von Crepry et al.!2 durchgefiihrt. Die Butanol. 
fraktion mit 15%, 0,1n NH,OH enthalt quantitativ das Glucuronid, das dann nach 
Eindampfen mehrmals aus Methanol mit Ather umgefallt wird. Die Analyse eine 
aliquoten Menge geht aus Tab. 1 hervor. 


Chemische Synthese von Atiocholanolon-glucuronid: 0,84 g Atio. 
cholanolon (Schering) werden mit 1,84 g¢ Bromester in 25 ml Benzol gelést und 
24 Stdn. mit 2,1 g Silberoxyd geschiittelt. Nach Zentrifugieren und mehrmaligem 
Auswaschen des Niederschlages mit Benzol, werden die vereinigten Benzolextrakte 
bei 40° unter Stickstoff im Vak. zur Trockne eingedampft. Den Riickstand lést man 
in 100 ml 0,5n NaOH, kocht 3 Stdn. unter Riickflu8 und dampft im Vak. zw 
Trockne. Den Riickstand nimmt man anschlieBend in 250 ml Wasser auf und extra. 
hiert das nicht umgesetzte freie Atiocholanolon 5mal mit je 150 ml Ather. 

Aus der waBr. Phase wird dann das Glucuronid, wie bereits bei der Synthese 
von Androsteron-glucuronid beschrieben, mittels wassergesitt. n-Butanols (5mal 
mit gleichem Vol.) extrahiert, nachdem man 10 g Natriumchlorid in 100 ml war, 
Phase gelést und das py auf 11 eingestellt hat. Die vereinigten Butanolextrakte 
werden mit 1/, Vol. Wasser gewaschen und im Vak. eingedampft. Durch mehr. 
maliges Umfallen des Butanolextraktes aus Methanol mit Ather erhielten wir 
schlieBlich eine Ausbeute von 544 mg. Schmp. 221° (mikrokristallin verbacken), 

Die Ergebnisse der weiteren Analyse iiber den 17-Ketosteroid- und Glucuron. 
sduregehalt sind in Tab. 1 zusammengefaBt. 

Biologische Darstellung von Androsteron-glucuronid: Kiner ge. 
sunden Versuchsperson verabreichten wir 200 mg Androsteron (Schering) oral und 
sammelten den 48-Stdn-Harn*. 3,21 Harn werden mit 320 g Natriumchlorid ver- 
setzt und mit Natriumhydroxyd (32proz.) auf »y1l eingestellt. Nun werden die 
17-Ketosteroid-Konjugate einmal mit gleichem Vol. und einmal mit !/, Vol. 
n-Butanol extrahiert. Bei jeder Extraktion wird der Harn 45 Min. auf der Maschine 
geschiittelt. Nachdem die Butanolextrakte vereinigt sind, werden sie einmal mit 
1/, Vol. 0,04n NaOH und einmal mit 1/, Vol. Wasser gewaschen und im Rotations. 
verdampfer bei héchstens 50° zur Trockne eingedampft. Nach Lésen des Trocken- 
riickstandes in 20 ml n-Butanol wird der Extrakt auf eine Aluminiumoxydsiule 
(16x 1em; Aluminiumoxyd Merck, standardisiert nach Brockmann) gegeben 
und nach Crepy et al. mit steigenden Wassermengen in Butanol entwickelt. 
Das Ergebnis der Siulenchromatographie ist in Tab. 2 wiedergegeben. 

Ca. 8 mg der Glucuronidfraktion werden zwecks weiterer Reinigung der Hoch- 
spannungspapierelektrophorese unterworfen (Methodik s. 1. c.*). Hierzu werden 
jeweils 500—1000y auf 10 cm eines 15 x 60cm groBen Papierstreifens (Macherey 
& Nagel) aufgetragen und in Pyridin-Acetatpuffer (75 ml Pyridin ad 2000 ml 
Wasser und mit Eisessig auf pq6,0 eingestellt) 90 Min. bei 4000 Volt und 25 mA. 
laufengelassen. Ein etwa 1 cm breiter Randstreifen wird durch alkalisches m-Di- 


ul T. E. Bush, Biochem. J. 67, 23 P [1957]. 

122 0. Crepy, M. F. Jayie u. F. Meslin, Acta Endocrinol. 24, 233 [1957]. 

* Der Harn wurde uns freundlicherweise von der II. Medizinischen Klinik 
und Poliklinik der Medizinischen Akademie Diisseldorf zur Verfiigung gestellt. 
Wir danken fiir das Entgegenkommen Herrn Professor Dr. K. Oberdisse und 
Herrn Dr. D. Ott. 
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Tab. 2. Siulenchromatographie des 48-Stdn.-Sammelharnes einer gesunden maénn- 
lichen Versuchsperson nach oraler Verabreichung von 200mg Androsteron. 
Adsorbens: Aluminiumoxyd. 


Die Bestimmung der 17-Ketosteroide und der Glucuronsaure erfolgte direkt ohne 


 yorhergehende f-Glucuronidase-Hydrolyse mit Dinitrobenzol bzw. Naphthore- 


gorcin. Die Zimmermann-Chromogene wurden, wie friiher beschrieben, zur photo- 














metrischen Messung mit Athylacetat extrahiert?. 
Elutionsmittel 17-Ketosteroide Glucuronsaure 

WE niece oe. ae atypisch —- 

9% Wasser in Butanol ..... . atypisch — 

6% Wasser in Butanol ..... . 11,5 mg — 

10% Wasser in Butanol. . ... . 7,9 mg — 

15% 0,1n NH,OH in Butanol . . . 49,4 mg 20,5 mg 
nitrobenzol gezogen, zwischen Filtrierpapier getrocknet und mit einem HeiBluft- 


fon erwarmt. Wir fanden eine deutliche Zimmermann-positive Zone, die von dem 
entsprechenden unbehandelten Reststreifen mit Methanol extrahiert wird. Die verei- 
nigten Eluate mehrerer Pherogramme werden dann eingedampft und nacheinander, 
wie oben bereits beschrieben, im System VII von Schneider und Lewbart® und 
im Bush-System"™ rechromatographiert. Im Anschlu8 an die Papierchromatogra- 
phie wird ebenfalls wie bei der chemischen Synthese eine Mikrochromatographie 
an einer Aluminiumoxydsaule durchgefiihrt. Der Trockenriickstand der Butanol- 
fraktion mit 15°% 0,ln NH,OH wird dann mehrmals aus Methanol mit Ather 
umgefallt. Tab. 1 zeigt das Ergebnis der Analyse. 


Zusammenfassung 


Die Glucuronide von Androsteron und Atiocholanolon wurden 
synthetisiert; sie sind mit den auf biologischem Wege isolierten Sub- 
stanzen identisch. 


Summary 


The glucuronides of androsterone and aetiocholanolone have been 
synthesised and found to be identical with those isolated from biological 
sources. 


Dozent Dr. W. Staib, Physiologisch-Chemisches Institut der Medizinischen 
Akademie, Diisseldorf, MoorenstraBe 5. 
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Uber Ommochrome, XX1 


Zur Verbreitung der Ommatine im Tierreich 
Neue Methoden zu ihrer Identifizierung 
und quantitativen Bestimmung 
Von 
Adolf Butenandt, Ernst Biekert, Helga Kiibler und Bernt Linzen 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. April 1960) 


Alfred Kiihn in dankbarer Verehrung zum 75. Geburtstag gewidmet 


Zur Gruppe der Ommatine gehéren nach unseren derzeitigen Kennt. 
nissen das Xanthommatin?-*, das Rhodommatin und das Ommatin D*. 
die zuerst aus dem Schlupfsekret des ,,Kleinen Fuchses“ (Vanessa urticae) 


isoliert wurden und miteinander nahe verwandte Phenoxazon-Farbstoffe | 


sind. Zu ihrer Isolierung wurde das auf Filtrierpapier aufgefangene 
Sekret einer mehrfachen praiparativen Ringpapierchromatographie® in 
dem System Kollidin/Lutidin/Wasser unterworfen, wobei in jedem Ar. 
beitsgang Verluste zwischen 50 und 70% auftraten. Dadurch wurde die 
Strukturermittlung erheblich beeintrichtigt und Aussagen iiber die ab- 
solute Menge der im Sekret vorliegenden Farbstoffe und tiber ihr quanti- 
tatives Verhiltnis zueinander ausgeschlossen. Wir bemiihten uns daher 
um die Ausarbeitung neuer Verfahren zur raschen Identifizierung, 
schonenden priparativen Darstellung und zur quantitativen Mikro. 
bestimmung der Ommatine. Durch ihre Anwendung konntei unsere 
Kenntnisse iiber das Vorkommen der Ommatine im Tierreich wesentlich 
erweitert werden. 


I. Qualitativer Nachweis der Ommatine 


Alle Ommatine sind unléslich in Lipoidlésungsmitteln, in Alkoholen 
und verdiinnten Siuren, léslich dagegen in mineralsauren Alkoholen, 


1 XIX. Mitteil.: A. Butenandt, E. Biekert u. W. Schafer, Liebigs Ann. 
Chem. 682, 143 [1960]. 


2 T. Mitteil.: A. Butenandt, U.Schiedt, E. Biekert u. P. Kornmann, 
Liebigs Ann. Chem. 586, 217 [1954]. 

3 II. u. III. Mitteil.: A. Butenandt, U.Schiedt u. E. Biekert, Liebigs 
Ann. Chem. 586, 229; 588, 106 [1954]. 

4 IV. Mitteil.: A. Butenandt, U.Schiedt, E. Biekert u. R. J. T. Cro- 
martie, Liebigs Ann. Chem. 590, 75 [1954]. 

5 XII. Mitteil.: A. Butenandt, E. Biekert u. R. Beckmann, Liebigs 
Ann. Chem. 607, 207 [1957]. 

6 H. Brockmann u.’P. Patt, Naturwissenschaften 40, 221 [1953]. 
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' Ameisensiiure, konzentrierten Mineralsiiuren sowie in alkalischen Lé6- 
sungen und Pufferlésungen etwa ab pu 6. In vivo liegen die Ommatine 


' meist an Eiwei®granula gebunden vor7-®, von denen sie mit salzsaurem 


' Alkohol leicht, mit Puffer langsamer abgespalten werden. Bei der Ex- 
traktion ist zu beriicksichtigen, daB Ommatin D und Rhodommatin in 
saurer Lésung in Xanthommatin iibergehen, wihrend im Bereich zwi- 
schen pu 7 und px 10 besonders Xanthommatin zerstért wird. Ober- 
halb px 10 zersetzen sich alle Ommatine mehr oder weniger rasch*. 


Zur vorliufigen Identifizierung der extrahierten Farbstoffe 


‘dient die Papierchromatographie in den friiher beschriebenen 
| Systemen?»°. 


Needham und Brunet?! haben zwei weitere Systeme — 0,05m Natrium- 


| dihydrogenphosphat oder 0,05m Natriumdihydrogenphosphat in 5m Harnstoff — 


angegeben, in denen Xanthommatin einheitliche Flecken mit Rr 0,23 bzw. 0,61 
gibt. Wir fanden in diesen Systemen fiir Rhodommatin 0,02 bzw. 0,23, fiir Om- 
matin D 0,12 bzw. 0,46 und fiir Xanthommatin (bei einer Laufstrecke von 18 
bis 20 cm) 0,27 bzw. 0,68 als Rr-Werte. Die Flecken des Rhodommatins und des 
Ommatins D sind besonders in dem harnstoffhaltigen System lang ausgezogen. 

Eine Trennung von Rhodommatin und Ommatin D lat sich auch 
durch Hochspannungselektrophorese erreichen. 

Auf ,,vollacetyliertem‘‘ Papier, Schleicher & Schiill 2043a/45ac, in Veronal- 
puffer, sowie auf normalem Chromatographiepapier mit Pyridin-Eisessig-Puffer 
oder mit 6proz. Phenol wandern beide Ommatine in scharfen Banden, das Om- 
matin D vorauslaufend. Xanthommatin bildet nur eine weit auseinandergezogene 
Bande. Praparativ lai8t sich diese Trennung jedoch nicht verwerten. 

Neben diesen Methoden kann ftir jedes Ommatin sein charakte- 
ristisches Verhalten bei den unten beschriebenen siulenchromato- 
graphischen Verfahren zur Identifizierung herangezogen werden. 


Das auffalligste Merkmal der Ommochrome ist ihr Redoxver- 
he!lten. Der Farbumschlag von der roten reduzierten zu der gelben 
oxydierten Form laBt sich ohne Strukturverainderung jedoch nur am 
Xanthommatin und am Ommin"™ erreichen. Rhodommatin und Om- 
matin D zeigen primar kein Redoxverhalten; bei ihnen ist das rote 
Dihydroxanthommatin-System durch Substitution mit Glucose bzw. 
Schwefelsiure stabilisiert, und erst nach Uberfiihrung in freies Dihydro- 
xanthommatin bzw. Xanthommatin kann das charakteristische Redox- 
verhalten beobachtet werden!2. Dieser Ubergang geht jedoch so leicht 


7 E. Becker, Z. Vererbungslehre 80, 157 [1942]; G. Hanser, Z. Natur- 
forsch. 1, 396 [1946]; I. Ziegler-Giinder u. L. Jaenicke, Z. Vererbungslehre 
90, 53 [1959]. 

8 D. Bellamy, Biochem. J. 70, 580 [1958]. 

® B. Linzen u. D. Biickmann, in Vorbereitung. 

10 A. E. Needham u. P.C. J. Brunet, Experientia [Basel] 18, 207 [1957]. 

1 XIII. Mitteil.: A. Butenandt, E. Biekert u. B. Linzen, diese Z. 312, 
227 [1958]. 

2 A. Butenandt, E. Biekert, N. Koga, H.Kiibler, B.Linzen n. P. 
Traub, unveréffentlicht. Vgl. A. Butenandt, Vortréige auf dem XVII. IUPAC- 
KongreB, Miinchen, August 1959, bzw. auf der Jahrestagung der British Chemical 
Society, Belfast, April 1960, im Druck. 
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vonstatten, da8 auch beim histochemischen Nachweis (z. B. bei Oxy. 


dation mit Natriumnitrit-Salzsiiure und Reduktion mit Hydrogen sulfit) F 


ein Redoxverhalten vorgetiiuscht wird. Daher kann man histoche niseh 
zwischen den einzelnen Ommatinen nicht sicher unterscheiden; ein Farb. 
stoff, der nativ gelbbraun vorliegt oder zwischen px 6 und 8 rasch lure) 
Autoxydation von Rot nach Gelbbraun umschligt, kann mit Vor! ehalt 
als Xanthommatin angesprochen werden. 

Die UV-Spektren der Ommatine sind in friiheren Mitteilungey 
veroffentlicht worden”: >. Da in der Zwischenzeit einige Messungen ay 
reineren Praparaten wiederholt werden konnten, stellen wir die Maxima 
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mit ihren spezifischen Extinktionen in Tab. 1 zusammen. 


Tab. 1. Absorptionsmaxima der Ommatine. 














Substanz Lésungsmittel 
Xanthommatin. .. . 235 (e = 31000); ' m/15 Phosphatpuffer, py 7 
440 (e = 13200) 
Xanthommatin. .. . 240 (e = 29400); 5n HCl 
370 (e = 7350); 
é 480 (e = 11730) 
Rhodommatin 210 (« = 59,4); m/15 Phosphatpuffer, py7,4 
. 377 (a = 5,6); 
497 (a = 12,06) 
Rhodommatin 265 (Infl., « = 26,8);| 5nHCl 
306 (~ = 24,4); 
437 (x = 12,26) 
OmmatinD ..... 370 (« = 6,25); m/15 Phosphatpuffer, py 7,4 | 
490 (x = 16,7) 
OmmatinD ..... 215 (~ = 66,0); 5n HCl 
305 (a = 25,7): 
440 (x = 13,05) 








Alle bisher bekannten Ommochrome liefern bei alkalischer oder 
saurer Spaltung fluoreszierende Abbauprodukte, mit deren Hilfe die 
Identifizierung eines unbekannten Pigmentes papierchromatographisch 
weiter gesichert werden kann. Durch alkalischen Abbau?:* ™ erhilt 
man Xanthurensiure und 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon; bei mehr- 
stiindigem Kochen mit 6n HCl/Ameisensiure 1:1 unter RiickfluB 3-Hy- 
droxy-kynurenin?!: 13, Alle drei Produkte lassen sich durch Ry-Werte 
und Farbreaktionen leicht nachweisen. AuBerdem ergeben Rhodommatin 
und Ommatin D bei saurer Spaltung unter schonenden Bedingungen 
einen Farbstoff mit den spektroskopischen und papierchromatographi- 
schen Eigenschaften des Xanthommatins® !?—14, 


13 H. Kiibler, Dissertation, Tiibingen 1960. 
14, N. Koga, unverdffentlicht. 
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Il. Milde alkalische Spaltung des Xanthommatins 


Strukturchemisch von besonderem Interesse ist die milde alkalische 
Spaltung des Xanthommatins (I) in 3-Hydroxy-kynurenin (II) und 
4.6-Dihydroxy-chinolinchinon-(5.8)-carbonsiiure-(2) (III). Diese bei pu8 
und 37° in 5 Stdn. erfolgende Spaltung stellt die Umkehr einer friiher 
beschriebenen Synthese* dar. Die Spaltstiicke IZ und III wurden in 
mehreren papierchromatographischen Systemen und UV-spektroskopisch 
identifiziert. 
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Der Verlauf dieser Spaltung sichert zudem, da8 Xanthurensiure 
und 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon bei der alkalischen Spaltung des 
Xanthommatins als Sekundirprodukte aus 3-Hydroxy-kynurenin ent- 
stehen. 


Ill. Zur priparativen Darstellung von Ommatinen 


Wir haben lange vergeblich versucht, Ommochrome siulenchromato- 
graphisch zu trennen; es ist uns jetzt nach zwei Verfahren gelungen: 


1. Auftrennung an Perlon-Siaulen 


Synthetische Hochpolymere wurden mehrfach zur Verteilungs- 
chromatographie mit umgekehrten Phasen benutzt}>, und nach Unter- 
suchungen von Carelli u.a.1®, sowie von GraBmann und Mitarbeitern?’ 
stellt Perlonpulver ein geeignetes Adsorbens dar, mit dem die unter- 
schiedliche Fahigkeit der zu trennenden Stoffe zur Ausbildung von 
Wasserstoffbriicken ausgenutzt wird. 


15 Q, Wiss u. U. Gloor, diese Z. 310, 260 [1958]; S. Bergstrom, H. Da- 
nielsson u. A. G6ransson, Acta chem. scand. 18, 776 [1959]. 

16 V. Carelli, A. M. Liquori u. A. Mele, Nature [London] 176, 70 [1955]. 

17 W. GraBmann, H. Hérmann u. A. Hartl, Makromolekulare Chem. 21, 
37 [1956]; W. GraBmann, H. Endres, W. Pauckner u. H. Mathes, Chem. 
Ber. 90, 1125 [1957]; H. v. Portatius, Dissertation, Universitat Miinchen 1960. 
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Wir verwenden zur Auftrennung der Ommatine das Perlonpulver 
,,Ultramid MB 2 K 228“ der Firma BASF* (Siebzahl 0,2 mm). Nach Vor. 
behandlung der Siiule mit verschiedenen Puffern wird das Ommatin. 
gemisch in m/15 Phosphatpuffer von pu 7,0 in méglichst konzentrierte; 
Lésung aufgetragen. Am Kopf der Siiule bildet sich eine rote Zone ay. 
wihrend sich das Xanthommatin als breite gelbe Bande abwirts bewegt, 
Es ist wichtig, daB sich wihrend der Elution mit Phosphatpuffer die 
beiden anderen Ommatine schon voneinander trennen. Mit 1m Pyridin. 
Essigsiure-Puffer von px 6,5 wird anschlieBend zunachst das Rhodon. 
matin, nach Ubergang auf 2m Puffer und auf px 7,0 das Ommatin ) 
eluiert. 

Wegen seiner hohen Kapazitit hat sich das Perlonpulver besondex 
fiir die Chromatographie gréBerer Mengen bewahrt: So konnten bis z 
1 g Roh-Ommatin an einer Siule von 650 cm aufgetrennt werden! 
Die Verluste an Substanz sind gering: Bei Einsatz von je 5 mg wurde 
Rhodommatin zu 96°/, und Ommatin D zu 89°/, (jeweils 2 Versuche| 
wiedergewonnen. Xanthommatin wurde bei Chromatographie in der 
Kalte zu 91°/, zuriickerhalten. 


2. Auftrennung an Ecteola-Saulen 


Das zweite siiulenchromatographische Trennverfahren fiir Ommatine 
beruht auf dem Ionenaustauschprinzip unter Verwendung der schwach 
adsorbierenden Austauschercellulose ,,Ecteola‘‘. Hierbei werden die Om. 
matine ebenfalls aus ihrer Lésung in Phosphatpuffer (px zwischen 6,3 


und 8,5) adsorbiert und anschlieBend mit 3mPyridin-Essigsiure-Puffer | 


eluiert. Rhodommatin wandert bei px 7,0 als scharfe Bande; Ommatin D 
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Chromatographische Trennung von Rhodommatin und Ommatin D an Ecteola- 

Cellulose. Die Elution erfolgte zunaichst mit 3m Pyridin-Essigsiure-Puffer von 

px 7,0. Bei Erreichen von Fraktion 11 wurde der py auf 6,3 gesenkt. Das Volumen 

der Fraktionen betrug je 2 m/; die Extinktion wurde nach Verdiinnung auf 3 ml 
gemessen. Die Frakt. 1—5 waren durch Protein getriibt. 


18 P. Traub, Diplomarbeit, Universitat Miinchen, in Vorbereitung. 
* Fir die Uberlassung des Perlonpulvers méchten wir der Badischen 
Anilin- & Sodafabrik, Ludwigshafen, an dieser Stelle herzlich danken. 
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bleibt dabei am Kopf der Saule und wird bei px 6,3 in weniger scharfer 
Bande eluiert. Die Abbildung gibt den Verlauf einer solchen Trennung 
wieder. Xanthommatin in oxydierter Form wird in diesen Pufferlésungen 
rasch zerstért; chromatographiert man in Gegenwart von Natrium- 
dithionit oder von Ascorbinsiure bei px 7,0, wandert es langsamer als 
Rhodommatin. 

Dieses Verfahren liefert quantitative Ausbeuten an Rhodommatin 
und Ommatin D; Xanthommatin wird aber nur zu etwa 65% erfaBt. 
Vorteile dieses Systems liegen darin, daB noch sehr kleine Mengen (unter 
30y) einwandfrei zu trennen sind und in kleinen Volumina des Elutions- 
mittels erhalten werden. AuBerdem lassen sich die Ommatine aus stark 
verdiinnten Phosphatpufferlésungen, wie sie bei der Extraktion von Tier- 
material regelmafig anfallen, stets in einer engbegrenzten Zone an die 
Siule adsorbieren. Bei der Chromatographie an Perlonpulver wird da- 
gegen keine scharfe Trennung erzielt, wenn der Rohfarbstoff in ver- 
diinnter Lésung aufgetragen wird. 


IV. Zur quantitativen Bestimmung von Ommatinen 


Die quantitative Bestimmung der Farbstoffe in den Fraktionen der 
Siulenchromatographie erfolgt durch Messung der Extinktion (vgl. 
Tab. 1) bei 492 my, im Falle des oxydierten Xanthommatins bei 440 my. 
Bei den drei Ommatinen ist die Extinktion in allen verwendeten Puffern 
streng linear von der Konzentration abhingig. 

Da die Farbstoffe in diesen Puffern relativ stabil (Tab. 4, S. 253) und z. B. 
bei der Chromatographie an Ecteola in wenigen Stunden eluiert sind, fallen Ver- 
luste durch Zersetzung wenig ins Gewicht. 

Kontrollversuche, in denen jeweils abgewogene Mengen eines Ommatins zu 
nicht ommochromhaltigem Material (dekapitierte Fliegen) zugesetzt und in einem 
standardisierten Aufarbeitungsgang zuriickisoliert wurden, ergaben trotzdem sehr 
unterschiedliche Ausbeuten: Rhodommatin wurde zu 100%, Ommatin D zu etwa 
70% und Xanthommatin zu weniger als 50% wiedererhalten. Die Verluste gehen 
offensichtlich auf die starke Adsorbierbarkeit der Farbstoffe zuriick; auch bei der 
Aufarbeitung ganzer Fliegen erhalt man eine geringere Ausbeute als bei Auf- 
arbeitung der K6pfe allein. 

Wenn Xanthommatin als einziges Ommatin vorkommt, kann es 
nach Ausschiitteln mit salzsaurem, schwefeldioxydhaltigem Butanol be- 
stimmt werden. Dieses Verfahren hat sich bei Homogenaten aus frischem 
Material bewihrt und liefert héhere Werte als der friiher beschriebene 
Arbeitsgang!®. Xanthommatin liegt, wie unten gezeigt werden wird, 
hiufig allein oder nur in Gesellschaft von Ommin vor. 


V. Uber die Verbreitung der Ommatine im Tierreich 


Tab. 2 gibt einen Uberblick iiber das Vorkommen von Ommatinen 
bei 40 Arten, vor allem bei Insekten. 


19 V. Mitteil.: A. Butenandt u. G. Neubert, diese Z. 301, 109 [1955]. 
16* 
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Tab. 2. Verbreitung der Ommatine im Tierreich. 


Abkiirzungen: i = isoliert, UV, IR = Charakterisierung durch UV-, IR-Spektrun, 
AA = alkalischer Abbau, SA = saurer Abbau, PChr = Papierchromatographie 
SChr = Saulenchromatographie. 

















Tierart Organ Farbstoff Nachweis 
ECHIURIDA (Igelwiirmer) - 
Urechis caupo Kier Xanthommatin | i, UV, PChr% 
ARTHROPODA 
(GliederfiiBler) 
CRUSTACEA (Krebse) 

Isopoda (Asseln) 

Asellus aquaticus L. Integument Xanthommatin |i, UV, AA, PChr 
(gem. Wasserassel) 

Ligia oceanica L. Augen Xanthommatin ?|PChr 
(Meerassel) 

Decapoda (ZehnfiiBler) 

Leander serratus Augen Xanthommatin |UV, PChr 

Mysidacea 
Neomysis integer Leach |Augen Xanthommatin ?}PChr 

INSECTA (Insekten) 

Odonata (Libellen) ; 
Anax imperator Leach |Augen Xanthommatin |PChr 
Libellula flaveola L. Augen Xanthommatin ?|PChr 
Libellula sanguinea Augen Xanthommatin {PChr 
O.-F. Miller 

Saltatoria (Schrecken) 

Gryllus domesticus L. {Augen Xanthommatin |PChr 
(Heimchen) 

Gryllus bimaculatus Augen, Xanthommatin |i, UV, PChr?! 
de Geer Integument 

Schistocerca gregaria Augen Xanthommatin |PChr 

Forsk. 

Heteroptera (Wanzen) 

Rhodnius prolixus Augen Xanthommatin ? |PChr 

Hymenoptera (Hautfliigler) 

Phobocampe unicincta |Augen, innere Xanthommatin |i, UV, PChr 
(Schlupfwespenart) Organe d. Puppe 

Apis mellifica L. Augen Xanthommatin |i, UV, PChr 
(Honigbiene) 

Coleoptera (Kafer) 

Melolontha vulgaris F. |Augen Xanthommatin |PChr 
(Maikafer) 








20 XV. Mitteil.: B. Linzen, diese Z. 314, 12 [1959]. 





21 '§. Fuzeau-Braesch, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 245, 2401 [1957]. 
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Tierart Organ Farbstoff Nachweis 
Lepidoptera 
(Schmetterlinge) 
Oberreihe: Heterocera 
Pyralidae (Ziinsler) 
Ephestia kihniella Z. |Augen Xanthommatin |i, UV, PChr2? 
(Mehlmotte) 
Galleria melonella F. |Augen Xanthommatin |PChr 
(Wachsmotte) 
Geometridae (Spanner) 
Bupalus piniarius L. |Augen Xanthommatin |PChr 
(Kiefernspanner) 
Notodontidae 
(Zahnspinner) 
Cerura vinula L. Raupenepidermis|Xanthommatin |i, UV, IR, 
(GroBer Gabelschwanz)|innere Organe, |Rhodommatin |PChr, SChr® 
Schlupfsekret |Ommatin D 
Noctuidae (EKulen) 
Scoliopteryx libatrix L.| Augen Xanthommatin |PChr 
Sphingiidae 
(Schwarmer) 
Sphinz ligustri L. Raupenepidermis|Xanthommatin |PChr™ 
(Ligusterschwaérmer) |Schlupfsekret (Xanthommatin)|PChr 2% 
Rhodommatin {PChr 
Ommatin D PChr 
Sphine pinastri L. Augen Xanthommatin |PChr 
(Kiefernschwarmer) 
Pergesa elpenor L. Augen Xanthommatin |PChr 
(mittlerer Wein- 
schwarmer) 
Saturniidae 
(Augenspinner) 
Cecropia platysamia L.| Augen Xanthommatin |i, UV, PChr 
Oberreihe : Rhopalocera 
(Tagfalter) 
Papilionidae (Ritter) 
Papilio machaon L. |Augen Xanthommatin |PChr 
(Schwalbenschwanz) 
Pieridae (WeiBlinge) 
Pieris brassicae L. Schlupfsekret Rhodommatin [{PChr 
(GroBer KohlweiBling) Ommatin D PChr 
Aporia crataegi L. Augen Xanthommatin |PChr 
(BaumweiBling) Raupenepidermis|Xanthommatin |PChr 
Schlupfsekret Rhodommatin |i, UV, PChr, SChr 
Ommatin D i, UV, PChr, SChr 





2 A. Kihn u. A. Egelhaaf, Z. Vererbungslehre 90, 244 [1959]. 


*3 G. Neubert, Dissertation, Tiibingen 1956. 
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Meigen (Taufliege) 








Tierart Organ Farbstoff Nachweis 
Nymphalidae 
(Fleckenfalter) 
Argynnis paphiaL. |Augen Xanthommatin |i, UV, PChr 
(Kaisermantel) Fliigel Rhodommatin _ |i, UV, PChr, SChr 
Ommatin D i, UV, PChr, SChr 
Schlupfsekret Rhodommatin |i, UV, PChr, SCh 
Ommatin D i, UV, PChr, SCh 
Raupenepidermis|Xanthommatin |PChr 
Puppenepidermis|Xanthommatin |PChr 
Pyrameis atalanta L. |Augen Xanthommatin |i, UV, PChr 
(Admiral) Fliigel Rhodommatin |i, UV, PChr, SChr 
Ommatin D i, UV, PChr, SChr 
Schlupfsekret Rhodommatin _ ji, UV, PChr, SChr 
Ommatin D i, UV, PChr, SChr 
Pyrameis cardui L. Augen Xanthommatin |i, UV, PChr 
(Distelfalter) Fliigel (Xanthommatin)|PChr 
Rhodommatin |i, UV, PChr, SChr 
Ommatin D i, UV, PChr, §“hr 
Schlupfsekret | {|Rhodommatin |i, UV, PChr, SChr 
Ommatin D i, UV, PChr, SChr 
Vanessa io L. Augen Xanthommatin |i, UV, PChr 
(Tagpfauenauge) Fliigel Rhodommatin _ |i, UV, PChr, SChr 
Ommatin D i, UV, PChr, SChr 
(Xanthommatin)|PChr 
Schlupfsekret Rhodommatin |i, UV, PChr 
Ommatin D i, UV, PChr 
Raupenepidermis| Xanthommatin ? |histologisch 
Vanessa urticae L. Augen Xanthommatin |i, UV, PChr 
(Kleiner Fuchs) Fligel Rhodommatin |i, UV, AA, PChr 
Ommatin D i, UV, AA, SA, 
PChr 
(Xanthommatin)|PChr 
Schlupfsekret Rhodommatin _ |. c.? 
Ommatin D l.c.5 
Raupenepidermis|Xanthommatin |i, UV, PChr 
Puppenepidermis|Xanthommatin |PChr 
Heliconidae 
Heliconius spec. Fliigel Xanthommatin |PChr 
Diptera (Zweifligler) 
Tipula oleracea L. Augen Xanthommatin {PChr 
(Kohlschnake) (?) 
Syrphus pyrastri L. Augen Xanthommatin |PChr 
(Schwebfliegen- Art) 
Drosophila melanogaster |Augen Xanthommatin |PChr 
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4 Tierart Organ Farbstoff Nachweis 
Musca domestica L. Augen Xanthommatin {PChr 
(Stubenfliege) 

Calliphora erythrocephala| Augen Xanthommatin |i, UV, IR, AA, 
Meigen (SchmeiBfliege) PChr?9 
Calliphora vomitoria L. |Augen Xanthommatin |PChr 
(SchmeiBfliege) 

Protocalliphora sordida |Augen Xanthommatin {PChr 
(SchmeiBfliege) 

Sarcophaga carnaria L. |Augen Xanthommatin |PChr 

(graue Fleischfliege) 


Anmerkung: Die Reihenfolge der Ordnungen wurde bei den Insekten nach H. Weber, 
Grundrig der Insektenkunde, Stuttgart 1954, die der Arten nach P. Brohmer, Fauna von 
Deutschland, Leipzig 1944, festgesetzt. 


Die Tabelle wird erginzt durch eine Reihe von Arten, bei denen 
keine Ommochrome nachgewiesen werden konnten und durch die somit 
eine vorliufige Abgrenzung des Vorkommens erméglicht wird. So war 
es wegen des reichen Vorkommens von Ommin in der Haut und den 
Augen von Tintenfischen! *4 denkbar, daB auch das umhiillende Pig- 
ment der Pectiniden-Augen ein Ommochrom sei; es lést sich jedoch nur 
in heiBer Natronlauge und stellt auch nach seinem Verhalten gegeniiber 
Oxydationsmitteln ein Melanin dar (untersuchte Art: Chlamys oper- 
cularis). Auch in dem Tintenfarbstoff von Sepia war neben Melanin kein 
Ommochrom nachzuweisen. 

Bei den Vertebraten wurden erst wenige Objekte untersucht. 
Die Vermutung, da8 das Pigment roter menschlicher Haare oder der 
roten Federn von Hiihnern der Rhode-Island-Rasse den Ommochromen 
nahestehe?®, konnte bisher nicht bestitigt werden?®. Das violette Pigment 
des im Mittelmeer vorkommenden Fisches Lepadogaster gouani konnte 
ebenfalls nicht mit einem der bisher bekannten Ommochrome identifi- 
ziert werden**, SchlieBlich wurde der Harn eines Alkaptonurie-Kranken 
vergeblich auf das Vorkommen von Ommochromen untersucht?’. Es 
ist jedoch durchaus méglich, daB auch bei Vertebraten Ommochrome 
auftreten, zumal von Joshi und Brown?$ die Bildung von Xanthom- 
matin aus 3-Hydroxy-kynurenin mittels Rattenleber-Mitochondrien be- 
obachtet wurde. 

Das Vorkommen bei den Crustaceen bedarf ebenfalls noch einer 
eingehenderen Untersuchung. Xanthommatin wurde in wenigen Fiillen 
papierchromatographisch nachgewiesen. Es trat dann in sehr geringer 








*4 IT. Schwinck, Naturwissenschaften 40, 365 [1953]. 
*> T. B. Fitzpatrick, P. Brunet u. A. Kukita in: The Biology of Hair 
Growth, S. 255, Academic Press, New York 1958. 

26 M. Seiji u. B. Linzen, unveréffentlicht. 

27 -H. Kibler, unverdéffentlicht. 
28 §. Joshi u. R. R. Brown, Federation Proc. 18, 255 [1959]. 
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Menge neben Ommin auf, so daB es bei der weiteren Aufarbeitunz ver. 
loren ging. Nur bei Leander serratus konnte es auch durch sein UV. 
Spektrum charakterisiert werden. Bei den Isopoden wurde es yop 
Needham und Brunet?® eindeutig identifiziert und auch bei Ligia und 
Porcellio scaber wahrscheinlich gemacht. Bei Krebsen ist vor allem 
Ommin ein weit verbreitetes Augen- und Kérperpigment?®. Da es sich, 
wie die Ommatine, vom 3-Hydroxy-kynurenin ableitet, ist ein cleich. 
zeitiges Auftreten von Xanthommatin stets denkbar. 

Bei den Insekten tritt das Xanthommatin universell als Augen. 
farbstoff auf, obwohl in den meisten Ordnungen nur als Begleiter des 
Ommins. Eine Ausnahme bilden nur die Fliegen; bei ihnen wurde kein 
Ommin gefunden. Die Augen der SchmeiBfliege Calliphora erythroce phala 
enthalten pro Tier 75—80y Xanthommatin (das 11/,fache der friiher! 
durch Auswiegen nach Isolierung bestimmten Menge), das in seiner 
reduzierten Form an die Augengranula gebunden ist. 

Rhodommatin und Ommatin D wurden bisher ausschlieBlich bei 
Schmetterlingen angetroffen*. Bei den Tagfaltern (Rhopalocera) der 
Familie Nymphalidae sind sie mafigebend an der Pigmentierung der 
Fliigel beteiligt, wihrend sie in anderen ektodermalen Bildungen, wie 
den Kérperschuppen oder den Augen, nie gefunden wurden. 

Auch in der Reihe der Heterocera werden andere Pigmente zur Rotfarbung 
verwandt: Weder das intensive Rosa des Mittleren Weinschwarmers (Perges 
elpenor), noch das Orange der Eule Scoliopteryx libatrix, noch das Rot in den Fliigeln 
der Blutstrépfchen (Zygaena-Arten) gehért zu den Ommochromen. Das letzt- 
genannte Pigment scheint mit dem Rot in den Fliigeln des Apollofalters verwandt 
zu sein; es wurde von Becker*! Rufalin genannt. 

Ob Xanthommatin selbst auch in den Fliigeln vorkommt, scheint 
fraglich. Es wurde iiberall dort gefunden (in alterem, konserviertem Aus- 


gangsmaterial), wo Ommatin D vermindert war. Bei der Papierchromato- | 
graphie lebendfrischer Fliigel von Pyrameis atalanta (Admiral) trat der | 


Fleck des Xanthommatins nicht mehr auf. Wegen der auBerordentlich 
leichten Bildung des Xanthommatins aus Ommatin D liegt es auch in den 
Fallen, in denen es papierchromatographisch in Fliigelextrakten nach- 
gewiesen wurde (Argynnis, Pyrameis cardui, Vanessa und Heliconius) 
méglicherweise nicht nativ vor. 

Die Menge des Ommatins D in den Fliigeln von Vanessa urticae 
ist im Vergleich zum Rhodommatin iiberraschend hoch: Aus 500 Tieren 


wurden 9,6 mg Ommatin D (fast 20 pro Tier) und 2,3 mg Rhodommatin | 


(fast 5y pro Tier) gewonnen. Auch bei der papierchromatographischen 
Untersuchung der Fliigel anderer Falterarten ergab sich durch visuellen 
Vergleich ein Uberwiegen des Ommatins D. 


29 A. Butenandt, Naturwissenschaften 46, 461 [1959]. 
30 IT. Schwinck, Verh. Dtsch. Zool. Ges. Erlangen 1955, S. 71. 
31 KE. Becker, Entomol. Rundschau, Jahrgang 1937, Nr. 25—39. 


* Die von I. Schwinck®® in Extrakten aus Sepia officinalis vorlaufig als 
Rhodommatin bezeichnete Fraktion ist offensichtlich Ommin. 
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Beim Kaisermantel (Argynnis paphia) ist zwischen beiden Ge- 
schlechtern ein deutlicher Unterschied in der Pigmentierung zu be- 
obachten. Nach papierchromatographischer Untersuchung enthalten die 
leuchtend orange gefirbten Fliigel der Minnchen zumindest mehr Om- 
matin D als die Fliigel der Weibchen. Die Mutation A. paphia forma 
yalesina Esp., die in der Natur regelmaBig in kleinem Prozentsatz auftritt, 
scheint in den schwarzgrau bis schwarzgriin gefirbten Fliige!n kein rotes 
oder gelbes Pigment zu besitzen. Trotzdem lieBen sich papierchromato- 
graphisch Spuren von Rhodommatin und Ommatin D nachweisen. Die 
Blockierung der Ommatinsynthese ist also in den Fliigeln nicht voll- 
stindig, wie auch nach der Farbung des Schlupfsekretes zu erwarten 
war (s. U.). 

Unter den Pigmenten der Raupen- und Puppenepidermis ist 
Xanthommatin das einzige Ommochrom. 

Die Exkretion von Ommatinen bei manchen Schmetterlingen 
ist in ihrer biologischen Bedeutung ungeklirt. Im Schlupfsekret einiger 
Arten ist sie auBerordentlich reich (Aporia crataegi, Vanessa-Arten), bei 
anderen fehlt sie ganz (Scoliopteryx libatrix, Sphinx pinastri, Bupalus 
piniarius U. a.). 

Auch im Vorpuppenexkret mancher Schmetterlinge sind Ommatine 
enthalten, die in den Malpighischen GefiBen gebildet werden. Ihre Histo- 
genese wurde an Ptychopoda seriata und Ephestia kiihniella eingehend 
untersucht **. Qualitativ besteht das Pigment des Vorpuppenexkretes, 


_ wie wir am Beispiel von Aporia crataegi (BaumweiBling) und Argynnis 


paphia (Kaisermantel) zeigen konnten, aus Rhodommatin und Om- 


' matin D. 


Die Schlupfsekrete enthalten ebenfalls nur Rhodommatin und 


Ommatin D. Bei den friiheren Aufarbeitungen war daneben in betricht- 
_ licher Menge Xanthommatin gefunden worden. Es zeigte sich — wie bei 
_ der Untersuchung der Schmetterlingsfliigel — daB auch beim Altern des 


Schlupfsekretes Ommatin D zu Gunsten von Xanthommatin abnimmt. 
Die Umwandlung geht sehr rasch vonstatten und erklirt, warum bei 
den ersten Aufarbeitungen? iiberhaupt kein Ommatin D gefunden wurde. 
Fingt man das Sekret frisch geschliipfter Falter direkt auf dem Start- 
fleck eines Papierchromatogramms auf und entwickelt sofort, so fehlt 
das Xanthommatin. Zu dem gleichen Ergebnis fiihrten weitere Unter- 
suchungen an Schlupfsekreten mehrerer Arten der Nymphalidae, Pieridae 
und Notodontidae®. 

Die Ommatine des Schlupfsekretes werden wihrend der Verpup- 
pungsvorbereitungen gebildet; sie treten nur im Darm auf. Beim Groen 
Gabelschwanz (Cerura vinula) werden sie auBerdem in reichem MaBe im 
Fettkérper gebildet®. Arten, die kein ommatinhaltiges Schlupfsekret ab- 
geben, enthalten zu keinem Zeitpunkt der Verpuppungsvorbereitungen 


3 R. Wolfram, Z. Vererbungslehre 83, 254 [1949]. 
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oder der Puppenruhe Ommatine (untersucht an Sphinx pinastri und 
Bupalus piniarius). 

Tab. 3 zeigt die Mengen an Rhodommatin und Ommatin D, die in 
einigen Schlupfsekreten enthalten sind. Wahrend das Mengenverhiiltnis 
der beiden Ommatine zueinander etwa gleich bleibt, ist die absolute 
Menge auch bei nahe verwandten Arten sehr unterschiedlich: A porig 
crataegi scheidet 0,5 mg Ommatine aus, bei Pieris brassicae lieBen sich 


Tab. 3. Gehalt der Schlupfsekrete verschiedener Schmetterlinge 
an Rhodommatin und Ommatin D in mg. 











Tierart Rhodommatin Ommatin D 
Aporsta crataeggs. . . 2... 2.2. 2 2 ee. 0,24 0,23 
Pyrameisatalanta ........... 0,13 0,12 
Pyramesscardust . .......3..4. 0,03 0,05 
Argynnis paphia. ...... 6.2... .0,04 0,04 


dagegen nur Spuren im Papierchromatogramm nachweisen. Die beiden 
wild vorkommenden Rassen des Kaisermantels, die sich in der Fliigel. 
pigmentierung bedeutend unterscheiden, geben im Schlupfsekret un- 
gefihr die gleiche Menge an Ommatinen in der gleichen Zusammensetzung 
ab. . 

In der frischen Puppe der Schlupfwespe Phobocampe unicincta tritt 


in groBer Menge ein karminroter Farbstoff auf, der nach seiner Isolierung f 
eindeutig als Dihydroxanthommatin identifiziert wurde. In der f 


ailteren Puppe, im Stadium der Augenausfirbung, liegt dagegen nur die 
oxydierte Form dieses Farbstoffes vor, mengenmaBig aber bereits viel 


weniger, als dem urspriinglichen Gehalt an Dihydroxanthommatin ent- f 
spricht. In dem briaunlichen Schlupfsekret des Tieres sind schlieBlich nur | 


noch Spuren des Farbstoffes nachzuweisen. Die Frage, ob das vom Darm 
abgegebene Pigment der urspriinglich vorhandene Farbstoff ist, oder ob 
es im Mitteldarm besonders gebildet wurde, bleibt offen. 


VI. Zur Funktion der Ommatine 


Es ist zur Zeit noch nicht méglich, die Funktion der Ommatine oder 
ihre biologische Bedeutung klar zu umreiBen. Bellamy® hilt es fiir 
moglich, daB sie als Wasserstoffakzeptoren oder -donatoren in die At- 
mungskette eingeschaltet werden kénnen. Die gleiche Rolle als Atmungs- 
pigment war dem Xanthommatin in den Eiern des marinen Wurms 
Urechis caupo zugeschrieben worden**. Das Vorkommen des Xanthom- 
matins in den Augen der Insekten lief auch an eine Beteiligung am Seh- 


33 N. H. Horowitz, Proc. nat. Acad. Sci. USA 26, 161 [1940]; N. H. Horo- 
witzu. I. B. Baumberger, J. biol. Chemistry 141, 407 [1941]. 
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yorgang denken*. Xanthommatin ist jedoch nicht photolabil. Sicher 
jst nach seiner Lokalisation nur, daB es als Lichtschutzpigment zur 
Abschirmung der Ommatidien gegeneinander dient. Durch die Unter- 
suchung einer gréBeren Zahl von Schmetterlingsfliigeln ist die Beteiligung 
der Ommatine an der Kérperpigmentierung und damit am Habitus der 
Tiere festgestellt. Bei Argynnis paphia hat Magnus* gezeigt, daB die 
von den orangegefirbten Fliigeln ausgehenden optischen Reize einen 
festen Platz in der zur Kopulation der Tiere fiihrenden Reizkette ein- 
nehmen; hier wiirden die Ommatine aiso indirekt zur Arterhaltung bei- 
tragen. 

Andererseits vermégen sie auch dem Individuum unmittelbar zu 
dienen, dort wo durch Farbanpassung (sei es durch ein genetisch fest- 
gelegtes Muster, sei es durch morphologischen oder physiologischen Farb- 
wechsel) ein Schutz erzielt wird. Die Bildung der Ommatine in den Ex- 
kreten verschiedener Arten wird erst dann verstandlich werden, wenn die 
Stoffumwandlungen naher untersucht und die Beziehungen der ein- 
zelnen Stoffgruppen untereinander bekannt sind. 

Wir danken Frl. G. Radel herzlich fiir ihre Mitarbeit, sowie Frl. G. Schild 
fir die Aufnahme der UV-Spektren. Fiir ihre Hilfe bei der Beschaffung des Tier- 
materials sei besonders gedankt Herrn Prof. R. Geigy, Basel, Frau E. Hausch- 
teck, Bisperode, Herrn Dozent Dr. D. Magnus, Darmstadt, Herrn Professor 


H.Piepho, Gottingen, und Herrn H. Wilde, Rossdorf. Die Bestimmung der 
Schlupfwespe Phobocampe iibernahm freundlicherweise Herr Dr. F. Bachmeier, 


Miinchen. 


Beschreibung der Versuche 


Papierchromatographische Systeme 
a) KLW: Kollidin/Lutidin/Wasser 1:1:2, obere Phase 
b) KP: Kollidin/0,5m Kaliumdihydrogenphosphat 2:3, obere Phase 
c) BEW: Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:1 
d) MBBW: Methanol/Butanol/Benzol/Wasser 2:1:1:1. 
Im allgemeinen wurde auf dem Papier von Schleicher & Schiill Nr. 2043b auf- 
steigend chromatographiert. 


Hochspannungselektrophorese von Ommatinen 
Ein Gemisch von Xanthommatin, Rhodommatin und Ommatin D wurde 


a) in 0,04m Veronalpuffer von py7,2 auf dem Papier Schleicher & Schiill 
Nr. 2043a/45ac, 

b) in 20proz. Pyridin-Essigséure-Puffer von pu7,0 auf dem Papier Nr. 2043b 
und 

c) in 6proz. waBr. Phenol auf dem gleichen Papier 


jeweils 15 Min. bei 120 V/cm laufen gelassen. In dieser Zeit hatte sich das Om- 
matin D deutlich vom Rhodommatin abgetrennt. Xanthommatin zog sich breit 
auseinander, z. T. die anderen Ommatine iiberlappend. 





34 TI. M. Bowness u. J. J. Wolken, J. gen. Physiol. 42, 779 [1959]. 
35 D. Magnus, Z. f. Tierpsychologie 15, 397 [1958]. 
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Milde alkalische Spaltung des Xanthommatins 


Xanthommatin wurde in der Konzentration 1 mg/3 ml in 0,1lm Phosphat. 
puffer, pH8,0, gelést und wahrend 5 Stdn. bei 37° gehalten. Von der Reaktions. 
lésung wurden je 0,04 ml in verschiedenen Lésungsmittelgemischen papierchro. 
matographisch untersucht. 





a) 3-Hydroxy-kynurenin 














ie Ry des Ry der 

System Spaltproduktes | synthet. Subst, 
MBBW (Laufzeit 12 Stdn.) ... 2... | 0,25 0,26 
BEW (Laufzeit 8 Stdn.)......... 0,42 0,43 


Beide Substanzen gaben gleiche Farbreaktionen bei Bespriihen mit Nin. 
hydrin und mit einer stark verdiinnten Lésung von Kaliumhexacyanoferrat(II]) 
in neutralem Puffer. 


b) 4.6-Dihydroxy-chinolinchinon-(5.8)-carbonsaure-(2) 





System Rr des Rr der 
Spaltproduktes | synthet. Subst, 














MBBW (Laufzeit 12Stdn.) ....... 0,33 0,32 

BEW (Laufzeit 8 Stdn.). . . 2... . . 0,32 0,32 

Phenol (wassergesatt.) /Athanol1:1 . . . 0,53; 0,61 0,53; 0,61 
(Doppelfleck) 


Zur spektroskopischen Identifizierung wurde die Reaktionslésung bei Zim. 
mertemperatur eingedampft, der noch etwas feuchte Riickstand mit Athanol ex. 
trahiert und die athanolische Lésung im System MBBW papierchromatographisch 
aufgetrennt. Der Streifen, der das Chinon enthielt, wurde mit wenig Wasser eluiert 
und das Eluat im UV spektroskopisch gemessen. /,,,, 248 (247), 344 (345) und 
455 (460) mu. 

Verhaltnisse der Maxima: 100:23:8 (100:21:7). In Klammern sind jeweils 
die Werte der synthet. Vergleichssubstanz angegeben. 


Chromatographie der Ommatine an Perlonpulver 


Das Perlonpulver ,,Ultramid MB 2 K 228‘ (Polycaprolactam mit mono- 
merem Arm) der Firma BASF, Ludwigshafen, wird 12 Stdn. in Wasser quellen 
gelassen und der Uberstand abgesaugt. AnschlieBend wird es dreimal mit 1m 
Pyridin-Essigsaure-Puffer von py 7,0 verriihrt, abgesaugt und so lange mit Wasser 
gewaschen, bis kein Pyridingeruch mehr wahrnehmbar ist. Man bewahrt das 
Pulver bis zu seiner Verwendung in Wasser auf. 

Das Pulver wird nach dem Einschlimmen in ein Chromatographierohr mit 
etwas m/15 Phosphatpuffer, pH 7,0, gewaschen. Dann wird das Ommatingemisch im 
gleichen Puffer in méglichst konzentrierter Lésung aufgetragen und zundachst das 
Xanthommatin eluiert. Es ist darauf zu achten, daB das Xanthommatin voll- 
standig im oxydierten Zustand vorliegt, da es sonst irreversibel an das Adsorbens 
gebunden wird. Die Tropfgeschwindigkeit wird auf etwa 15 Tropfen/Min. ein- 
gestellt. In die Vorlage wird schweflige Saure gegeben, durch die das aus der Saule 
tretende Xanthommatin sofort reduziert und ausgefallt wird. Die Elution mit 
Phosphatpuffer wird so lange fortgesetzt, bis sich die beiden Zonen des Ommatins D 
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m Kopf der Séule) und des Rhodommatins (etwas darunter) klar voneinander 
trennt haben. Fiir die folgende Elution ist es vorteilhaft, wenn die Saule ganz 
tockenlauft und bis zu 2 Stdn. so stehen bleibt. Das Rhodommatin wird nun mit 
\m Pyridin-Essigsiure-Puffer, px 6,5, das Ommatin D anschlieBend mit 2m Pyridin- 
Issigsiure-Puffer, pu 7,0, eluiert. 
Soll lediglich Xanthommatin chromatographiert werden, so kann das Waschen 
des Pulvers mit Pyridin-Essigséure-Puffer entfallen. 


Chromatographie der Ommatine an Ecteola 


Wir verwandten das Produkt der Fa. Schleicher & Schill. Das Pulver wird 
durch ein Sieb DIN 50 gegeben und der zuriickgebliebene Teil 10 Min. in der 
Kugelmithle vermahlen. Nach erneutem Sieben werden die groben Anteile (2% des 
Ausgangsmaterials) verworfen. Das gesiebte Pulver wird mehrmals in Wasser auf- 
gschlimmt und die feinen Anteile dekantiert. Das iibrigbleibende Ecteola wird 
getrocknet und homogen verrieben. Zum Aufbau einer Saule wird das Pulver eine 
bis mehrere Stdn. in 1m Pyridin-Essigséure-Puffer von pu7 vorgequollen und ohne 
m stopfen eingeschlammt. Die Saulenhéhe betragt 6—8 cm. Nachdem sich der 
Austauscher abgesetzt hat und der iiberstehende Puffer durchgelaufen ist, wird mit 
wenig m/15 Phosphatpuffer nachgewaschen und dann das Ommatingemisch im 
glichen Puffer aufgetragen. Der py-Wert kann beliebig zwischen 6,5 und 9 liegen; 
guch aus verd. Ammoniak oder methanolischen, neutralen Lésungen werden die 
Farbstoffe in einer 1—2 mm breiten Zone am Kopf der Saule adsorbiert. Dann wird 
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nit 3m Pyridin-Essigsiure-Puffer, py 7,0, das Rhodommatin eluiert und, wenn 
dieses durch die Séule gewandert ist, mit gleichem Puffer von py 6,3 das Om- 
matin D. Sollte sich bei stark eiweiBhaltigen Lésungen die Saule verstopfen und 
die Tropfgeschwindigkeit sinken, so kann man den oberen Teil des Adsorbens mit- 
samt den adsorbierten Farbstoffen mit einem Glasstab aufriihren und sich erneut 


absetzen lassen. 
Zur Chromatographie des Xanthommatins wird den Pufferlésungen wenig 
Ascorbinséure oder Natriumdithionit zugesetzt. 


Weitere Reinigung der Ommatine 


Zur weiteren Reinigung werden die Lisungen lyophilisiert und die Farbstoffe 
mehrmals aus kaltem Phosphatpuffer mit Ameisensiure umgefallt. AnschlieBend 
werden die Niederschlage mit verdiinnter Ameisenséure, Wasser und Aceton ge- 
waschen und getrocknet. 


Tab. 4. Stabilitat der Ommatine in verschiedenen Pufferlésungen 


Es sind Prozentwerte der Extinktion im Maximum nach 24stdg. Stehenlassen der 
Lésungen angegeben. 














Lésungsmittel | % 
Xanthommatin ..... m/15 Phosphat, px 7,3 85 
Xanthommatin ..... 3m Pyridinacetat, px 7,0 0 
Dihydroxanthommatin . . m/15 Phosphat, pu 7,0 93 
Dihydroxanthommatin . . 3m Pyridinacetat, pH 7,0 89 
Rhodommatin. ..... m/15 sek.-Natriumphosphat 100 
Rhodommatin. ..... 3m Pyridinacetat, pH 7,0 95 
Rhodommatin. ..... 3m Pyridinacetat, px 6,3 94 
OmmatinD....... m/15 sek.-Natriumphosphat ~100* 
OmmatinD....... 3m Pyridinacetat, py 7,0 ~90 
OmmatinD....... 3m Pyridinacetat, px 6,3 ~84 


*) Das verwandte Ommatin D war durch Xanthommatin verunreinigt, dessen Zersetzung 
abgezogen wurde. 
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Bestimmung des Xanthommatins aus frischem Material 


Das Material wird mit 2n HCl homogenisiert; 3 m/ des Homogenates werdey 
mit 5 ml n-Butanol versetzt und nach Einleiten von Schwefeldioxyd 30—45 Min, 
auf der Maschine geschiittelt. Die Phasen werden durch Zentrifugieren getreny 
und die Extinktion der rosa gefarbten Oberphase (6,5 ml) bei 492 my bestimmt, 
Die Konzentration des Farbstoffes ergibt sich aus Division der Extinktion durch 
den a-Wert 7,32. 


Die Homogenisierung kann auch in anderen Lésungsmitteln (z. B. Puffer 
oder Rohrzuckerlésungen) erfolgen, aus denen ein aliquoter Teil entnommen und 
angesauert wird. - 


Kontrollversuche zur Bestimmung von Ommatinen 


Jeweils 50 bis 200 Fliegen (Calliphora erythrocephala) wurden dekapitier; 
und die getrockneten Hinterstiicke fein zermahlen. Nach Zugabe abgewogener 
Mengen der Ommatine wurde das Pulver bei Raumtemperatur je 2—3mal mit 
Benzol und Methanol extrahiert. Die Benzolextrakte wurden verworfen; die Me. 
thanolextrakte wurden papierchromatographisch in den Systemen KLW und KP 
untersucht, und sofern sie Ommochrom enthielten, wie die nachfolgenden Puffer. 
extrakte chromatographiert. Die Ommatine wurden mit kleinen Portionen m/15 
sek.-Natriumphosphatlésung extrahiert; gegen Ende der Extraktion wurde mit 
einigen Tropfen Ammoniak auf py 10 eingestellt. Zwischen den Extraktionen wurde 
abzentrifugiert; den Uberstand lieB man sofort in eine Ecteola-Saule vinziehen. 
Chromatographie und quantitative Bestimmung erfolgten wie oben angegeben. 


Rhodommatin: Einwaagen 5,04 und 1,74 mg der kristallisierten Pyridin. 
Additionsverbindung (vgl. 1. c.1*). Optisch bestimmt: 4,73 und 1,64 mg (100,5 und 
100,9%). Zugrunde gelegter «-Wert: 12,0. 

Ommatin D: Einwaagen 2,74 und 2,86 mg eines zu 57%, reinen Praparates, 
Optisch bestimmt: 1,09 und 1,25 mg (69 und 77%). Zugrunde gelegter «-Wert: 
16,7. 

Xanthommatin: Einwaagen 1,71 und 2,78 mg eines zu 87% reinen Pri. 
parates. Optisch bestimmt: 0,72 und 0,99 mg (48,5 und 41%). Zugrunde gelegter 
a-Wert: 15,0. 


Verbreitung der Ommatine 


Bei den im folgenden aufgefiihrten Arten erfolgte die Isolierung der Farb- 
stoffe zum Teil noch nach den friiher beschriebenen Methoden. 

Leander serratus: Aus den Augenstielen von 250 Tieren wurde nach der ib- 
lichen Vorextraktion mit m/15 sek.-Natriumphosphatlésung ein orange gefarbter 


Extrakt erhalten, aus dem bei vorsichtigem Ansauern auf py 5 ein rosa Niederschlag | 


ausfiel. Nach seiner Abtrennung wurde in den Uberstand SO, eingeleitet und der 
entstehende rote Niederschlag abzentrifugiert. Beim erneuten Lésen in Phosphat- 
puffer trat rasche Autoxydation zu einer gelben Liésung auf. Der Farbstoff, von 


dem nur Spuren erhalten wurden, wurde nach mehrfachem Umfallen UV-spektro- | 
435my. Die Identitat des Farb- | 


skopisch in Phosphatpuffer, p—7,0 gemessen. /,,.. 
stoffes mit Xanthommatin wird auBerdem durch Papierchromatogramme in 
KP wahrscheinlich gemacht. 

Phobocampe unicincta: Nach papierchromatographischer Priifung in KP ent- 
halten die Augen und das Schlupfsekret Xanthommatin. Das aus Puppen durch 
praparative Ringpapierchromatographie in KP isolierte Xanthommatin wurde 
UV-spektroskopisch identifiziert. 

Apis mellifica: 200 Képfe wurden wie iiblich extrahiert, der dunkle Extrakt 
abgedampft und die Ommatin-Fraktion mit kaltem Phosphatpuffer, pq 7,5 in 
Lésung gebracht. Identifizierung des Xanthommatins durch UV-Spektren und 
Papierchromatogramme. 
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Aporia crataegi: In den Augen von 8 Tieren wurde papierchromatographisch 
(KP) Xanthommatin nachgewiesen, ebenso in der Raupenepidermis. Die Auf- 
arbeitung des Schlupfsekretes von 8 Faltern erfolgte saiulenchromatographisch 
(Perlonpulver). Das gefundene Rhodommatin und Ommatin D wurde UV- 
spektroskopisch identifiziert. Ausb.: 1,95mg Rhodommatin; 1,3mg Om- 
matin D. 

Argynnis paphia: Xanthommatin wurde aus 183 Képfen durch praparative 
Ringchromatographie in KP isoliert und UV-spektroskopisch identifiziert. In der 
Raupenepidermis aller Stadien liegt nach papierchromatographischer Priifung 
Xanthommatin vor. In den Fligeln von Mannchen, Weibchen und forma valesina, 
yon letzterer auch im Schlupfsekret, wurden Rhodommatin und Ommatin D 
papierchromatographisch in KP und KLW nachgewiesen. Die Ommatine aus den 
mannlichen und weiblichen Fliigeln wurden nach Auftrennung an der Perlonsaule 
UV-spektroskopisch identifiziert. Aus frischem Schlupfsekret von 120 Tieren 
wurden 4,54 mg Rhodommatin und 4,3 mg Ommatin D erhalten und durch 
UV-Spektren identifiziert. 

Pyrameis atalanta: Aus 29 Képfen wurde Xanthommatin durch Ring- 
papierchromatographie rein dargestellt und UV-spektroskopisch identifiziert. Die 
Ommatine aus den Fliigeln und aus dem Schlupfsekret von 29 bzw. 9 Schmetter- 
lingen wurden an der Perlonsiule aufgetrennt. Aus dem Schlupfsekret wurden 
117mg Rhodommatin und 1,04 mg Ommatin D erhalten. Die Identifizierung 
erfolgte durch UV-Spektren. 

Pyrameis cardui: Aus 60 Képfen wurde Xanthommatin durch Ringpapier- 
chromatographie in KP isoliert und UV-spektroskopisch nachgewiesen. Aus den 
Fligeln von 60 Tieren und dem Schlupfsekret von 90 Faltern wurden Rhodom- 
matin und Ommatin D saulenchromatographisch (Perlonpulver) isoliert. Die 
Ausbeute aus dem Schlupfsekret betrug an Rhodommatin 2,46 mg, an Ommatin D 
4,68 mg. Die Identifizierung erfolgte durch UV-Spektren. 

Vanessa io: Xanthommatin wurde aus 72 Képfen durch Ringpapierchro- 
matographie gewonnen und UV-spektroskopisch identifiziert. Die Aufarbeitung 
der Fliigel sowie des Schlupfsekretes erfolgte durch Saulenchromatographie 
(Perlonpulver). Rhodommatin und Ommatin D wurden jeweils UV-spektro- 
skopisch nachgewiesen. 

Vanessa urticae: Die Kopfe von 200 frisch getéteten Faltern wurden mittels 
Ringpapierchromatographie in KP auf Xanthommatin aufgearbeitet. Die Ausbeute 
betrug 09mg Dihydroxanthommatin. Aus der Raupenepidermis von 100 
Tieren wurden 2,2 mg Dihydroxanthommatin isoliert. Die [dentifizierung er- 








folgte jeweils durch UV-Spektren. 

Bei der Aufarbeitung verhaltnismaBig frischer Fliigel von 5600 Tieren wurden 
nach zweimaliger Ringpapierchromatographie 14,3 mg Ommatin D und 6,5 mg 
Rhodommatin erhalten. Nach dem neuen Reinigungsverfahren (Chromato- 
graphie an Ecteola) wurden aus den Fliigeln von nur 500 Faltern 9,6 mg Ommatin D 
und 2,3 mg Rhodommatin isoliert (optisch bestimmt). 

Das frische Schlupfsekret enthalt nach papier- und séulenchromatographischer 
Untersuchung (Perlonpulver und Ecteola) Rhodommatin und Ommatin D. 
Beide Ommatine wurden isoliert und durch UV-Spektren identifiziert. Die Ausbeute 
betrug nach ringpapierchromatographischer Auftrennung in KLW von 1,6 g Roh- 
ommatin 133,5 mg Rhodommatin und 142 mg Ommatin D, nach Auftrennung von 
1g Rohommatin an der Perlonsaule 260mg Rhodommatin und 240mg Ommatin D. 

Die iibrigen in der Tabelle aufgefiihrten Arten wurden lediglich papierchro- 
matographisch in den Systemen KP und KLW untersucht. 

Die Fliigel der Lepidopteren wurden dazu mit m/15 Na,HPO,-Lésung oder 
10proz. Ammoniak zerrieben und nach Aufstreichen des feuchten Pulvers auf 
Papierchromatogramme diese ohne vorheriges Trocknen entwickelt. Teilweise 
wurde der Fligelextrakt zentrifugiert und der im Vak. eingeengte Uberstand 
papierchromatographiert. 
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Von den aus den Képfen herauspraparierten Augen wurde teils ein N a, HPO. 
Extrakt papierchromatographiert, teils wurden die Augen direkt auf dem Star. 
fleck des Chromatogramms zerquetscht. 

Das Schlupfsekret wurde aus dem Filtrierpapier mit Wasser eluiert und nag) 
Stehenlassen bei 2° von ausgeflocktem EHiwei8 abzentrifugiert. Der filtrierte und 
eingeengte Uberstand wurde papierchromatographisch untersucht. AuBerden 
wurden zur Untersuchung ganz frischen Schlupfsekretes Puppen so iiber Chromat. 
graphiepapier angeklebt, daG die geschliipften Falter ihr Sekret auf das Papier 
spritzten, das dann sofort in KP und KLW entwickelt wurde. 

Die Identifizierung erfolgte mit Vergleichssubstanzen. 


Zusammenfassung 


Es wird die qualitative und quantitative Bestimmung von Omma. 
tinen beschrieben. Zu ihrer Identifizierung werden Léslichkeitsverhalten, 
Ry-Werte und UV-Spektren herangezogen. Eine schonende priparative 
Auftrennung erfolgt durch Chromatographie an Perlonpulver: zur 
quantitativen Analyse kleiner Mengen wird eine Chromatographie an 
Ecteola-Cellulose verwandt. ; 

An Hand zahlreicher Arten, besonders von Insekten, wird die Ver. 
breitung der Ommatine diskutiert. Xanthommatin erweist sich als weit. 
verbreiteter Augenfarbstoff, wihrend Rhodommatin und Ommatin ) 
auf die Lepidopteren beschriinkt sind und niemals in den Augen vor. 
kommen; sie dienen der Fliigelfairbung und treten bei manchen Arten als 
Exkretpigmente auf. Das beobachtete Vorkommen von Xanthommatin 
in manchen Schlupfsekreten wird auf eine Umwandlung von Ommatin D 
zuriickgefiihrt. 


Summary 


The qualitative and quantitative estimation of ommatines is des. 


cribed. Solubility, Ry values and u.v. spectra are used for identification. | 


A mild, preparative separation is carried out by chromatography on 
Perlon powder. Chromatography on Ecteola cellulose is used for the 
quantitative analysis of small amounts. 

With reference to a large number of species, especially insects, the 
distribution of ommatines is discussed. Xanthommatine is shown to bea 
widely distributed eye pigment, while rhodommatine and ommatine D 
are limited to the Lepidoptera and never occur in the eyes; they serve 
as pigmentation in the wings and occur in many species as excretory 
pigments. The observation that xanthommatine is present in many 
moulting secretions is attributed to a conversion of ommatine D. 


Professor Dr.A. Butenandt, Max-Planck- Institut fiir Biochemie, Miinchen 15, 
GoethestraBe 31. 
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4 Die Chondroitinschwefelsaiure wird heute als der ,,lokale Faktor‘‘ der 
¢ Ver. Verknécherung angesehen’*. Nach den autoradiographischen Unter- 
weit. &  suchungen mit *5SO, von Dziewiatkowski und Mitarbeitern?: ® soll 
tin D | dieses saure Mucopolysaccharid in der Verknécherungszone vermehrt 
| Vor. | gebildet werden. Da die Chondroitinschwefelsiure Calcium bindet! °: °, 
we als nimmt man an’, daB auf diese Weise in der Verknécherungszone Calcium 
matin | stark angereichert wird und schlieBlich durch lokale Ubersittigung zu- 
tinD | sammen mit Phosphationen die Mineralisation erfolgt. Eine spontane 
Ausfillung von CaHPO,, das wahrscheinlich das primiire Mineralisa- 
tionsprodukt ist® ®, ist nicht méglich, weil das Ionenprodukt von Ca*® 
und HPO, ?° in der extrazellularen Fliissigkeit mit etwa 1,5 - 10-® das Lés- 
| des. | lichkeitsprodukt von CaHPO, mit 3,4 - 10-® nicht iiberschreitet. 

ie Die lokale Bedeutung der Phosphatbereitstellung?® durch Glykolyse 
yon) und phosphatiibertragende Enzyme ist in den Hintergrund getreten., 


> the 
1E.8. Boyd u. W. F. Neuman, J. biol. Chemistry 198, 243 [1951]. 
, the 2 D. D. Dziewiatkowski, R. E. Benesch u. R. Benesch, J. biol. Chemi- 
bes stry 178, 931 [1949]; D. D. Dziewiatkowski, J. exp.Medicine 95, 489 [1952]; 
98, 119 [1953]. 


ie D 3D. D. Dziewiatkowski, J. exp. Medicine 98, 451 [1951]. 
erve 4 A. E. Sobel u. M. Burger, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 87, 7 [1954]. 
tory 5 A. E. Sobel, Ann. N. Y. Acad. Sci. 60, 713 [1955]. 


aay 6 V.Caglioti, A. Ascenziu. M. Scrocco, Experentia [Basel] 10, 371[1954]; 
J Z. W. Miller, J. Waldman u. F. C. McLean, J. exp. Medicine 95, 497 [1952]. 

7 W. D. Armstrong in W. D. McElroy u. B. Glass, Phosphorus Meta- 
bolism, Vol. II, 8. 698ff., The Johns Hopkins Press, Baltimore 1952. 

6 15. 8 H. C. Hodge, Metabolic Interrelations Transact. 24 Conf. J. Macy Foun- 
4 dation, New York 1950. 

® R. Klement, Naturwissenschaften 26, 145 [1938]. 

10 R. Robison, Biochem. J. 17, 286 [1923]; M. Martland u. R. Robison, 
ebenda 18, 1354 [1924]; R. Robison u. K. M. Soames, ebenda 18, 740 [1924]; 
24, 1922 [1930]; R. Robison, M. McLeod u. A. H. Rosenheim, ebenda 24, 
1927 [1930]; H. G. Albaum, A. Hirshfeld u. A. E. Sobel, Proc. Soc. exp. 
Biol. Med. 79, 682 [1952]; P. A. Marks, H.H. Hiatt u. E. Shorr, J. biol. Chemi- 
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seit Lutwak-Mann" auch im hyalinen Knorpel alkalische Phosphatay 
nachgewiesen hat und Sobel!? den letzten Schritt der Mineralisation ay 
rachitischen Knorpelschnitten als fermentunabhingig deutete. Gly kolyx 
und phosphatiibertragende Enzyme werden heute mit der Bildung de 
Chondroitinschwefelsiure aus dem Glykogen in Zusammenhang ge. 
bracht?%, weil 4C-markierte Glucose in Mucopolysacchariden der Matrix 
erscheint™ 15 und Epiphysenknorpel Glucosephosphate in Hexosamin 
und Uronsaéuren umwandeln kann!°. 


Dieser Theorie der Verknécherung steht entgegen, daB hyaline 
Knorpel, ohne zu verknéchern, 30—40% seines Trockengewichtes saure 
Mucopolysaccharide!’, hauptsiichlich Chondroitinschwefelsiure enthilt, 
und in der organischen Grundsubstanz des Knochens nur 10% des im 
hyalinen Knorpel vorkommenden Sulfates, das als MaB fiir Chondroitin. 
schwefelsiure gelten kann, nachzuweisen ist}8, 


Welche Unterschiede in. der Mucopolysaccharidzusammensetzung 
der organischen Grundsubstanz und im Mineralgehalt zwischen 
hyalinem Knorpel und verknécherndem Knorpel, der die Verkniche. 
rungszone enthalt, bestehen, ist bisher mit analytisch-chemischen 
Methoden nicht niher untersucht worden. Wir haben deshalb bei 
Rindern in verschiedenen Stadien der embryonalen Entwicklung und 
nach der Geburt die Grundsubstanzzusammensetzung und den Mine. 
ralgehalt im hyalinen Knorpel, im verknéchernden Knorpel und im 
fertigen Knochen miteinander verglichen. Diese Gegeniiberstellung 
soll zeigen, welche fiir die Verknécherung typischen Befunde von 
solchen, die auch im hyalinen Knorpel vorliegen, abzugrenzen sind 
und ob insbesondere eine Chondroitinschwefelsiiure-Vermehrung und 
eine sie begleitende Calciumanreicherung tatsichlich die lokalen Fak. 
toren der Verknécherung sind. 


stry 204, 175 [1953]; P. A. Marks u. E. Shorr, Science [New York] 112, 752 
[1950]; A. B. Gutman u. E. B. Gutman, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 48, 687 [1941]; 
A. B. Gutman, F. B. Warrick u. E. B. Gutman, Science [New York] 95, 461 
[1942]; A.B. Gutman u. T. F. Yi, Metabolic Interrelations Transact. 22dConf. J. 
Macy Foundation, New York 1950; P. A. Marks u. E. Shorr, ebenda. 

1. ©. Lutwak-Mann, Biochem. J. 34, 517 [1940]. 

#2 A. E. Sobel, International Congress on Clinical Chemistry, Stockholm 1957, 

13 G. H. Bourne, The Biochemistry and Physiology of Bone, S. 251 ff, 
Acad. Press Inc. Publ., New York 1956. 

4 C. P. Leblond, L. Belanger u. R. C. Greulich, Ann. N. Y. Acad. Sci. 
60, 631 [1955]. 

18 C. P. Leblond, G. W. Wilkinson, L. F. Belanger u. J. Robichon, 
Amer. J. Anatomy 86, 289 [1950]. 

16 A. A. Castellani u. V. Zambotti, Nature [London] 178, 313 [1956]; 
A. A. Castellani, B. de Bernard u. V. Zambotti, ebenda 180, 859 [1957]. 

17K. Lang u. E. Lehnartz, Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handbuch d. 
physiol.- und patholog.-chem. Analyse, 10. Aufl., Bd. V, S. 640, Springer-Verlag, 
Heidelberg 1953. 
18 M. A. Logan, J. biol. Chemistry 110, 375 [1935]. 
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Methodik 


Untersuchungsmaterial 


Als Ausgangsmaterial dienten elf etwa 4 Monate alte (25—30cm*) und 
sieben etwa 7 Monate alte (50—70 cm) Rinderfoeten, deren einzelne Aufarbeitungen 
spiter, um alle Analysen durchfithren zu kénnen, zu zwei Altersgruppen (25—30 cm 
und 50—70 cm), im Fall der Septen zu einer Altersgruppe (25—70 cm) vereinigt 
wurden. Ferner nahmen wir Material von einem 9 Monate alten Foeten (1 m), einem 
\,jahrigen Kalb und einem ausgewachsenen Rind. 

Als hyalinen, nicht verknéchernden Knorpel verwendeten wir von 
Schleimhaut befreite Nasensepten aller Tiere und Gelenkknorpel von Tibia-Epi- 
physen des 9 Monate alten Foeten und des Kalbes. Diaphysenwarts der enchon- 
dralen Verknécherungszone abgetrennte Tibia- und Femur-Epiphysen von 4 bis 
7 Monate alten Foeten verwendeten wir als verknéchernden Knorpel. Diese 
Epiphysen wurden, ohne den Gelenkknorpel zu entfernen, untersucht. Der so ge- 
wonnene verknéchernde Knorpel enthielt in jedem Falle als Merkmal die Ver- 
knécherungszone. Tibia- und Femur-Diaphysen von den 4 Monate alten Foeten 
und verknécherte Tibia-Epiphysen des 9 Monate alten Foeten und des Kalbes 
dienten als jiingerer und alterer Knochen. 


Aufarbeitung der Praparate 


Bei der Schlachtung von Rindern wurden Septen, Tibien und Femurknochen 
frisch entnommen und unter Eiskiihlung abtransportiert. Die weitere Préparation 
erfolgte in der Kithlkammer bei —4°. Die Septen wurden von Schleimhauten, die 
Knochen von Muskulatur und Sehnen befreit. Tibia- und Femur-Epiphysen 4 bis 
7 Monate alter Foeten trennten wir diaphysenwirts der erkennbaren enchondralen 
Verknécherungszone ab. Bei alteren Foeten und beim Kalb wurde der verknécherte 
Epiphysenkern von der rein knorpeligen Hiille, die den Gelenkknorpel darstellt, 
abgelost. 

‘ Zwischen der Entnahme beim frisch getéteten Tier und der folgenden Gefrier- 
trocknung vergingen im Durchschnitt 4 Stunden. 


Analytisches 


Gesamt-Wasserbestimmung: Die frischen Praparate wurden, um Doppel- 
bestimmungen zu erhalten, in zwei Fraktionen gefriergetrocknet, die erhaltene 
Trockensubstanz durch Zermoérsern und Zerschneiden homogenisiert. 

Aschegehalt: Etwa 40 mg Substanz wurden im Muffelofen bei 700° gegliiht. 
Der Riickstand ist der carbonatfreie Aschegehalt. > 

Gesamtfett: Etwa 30 mg Trockensubstanz wurden dreimal mit Ather extra- 
hiert und wieder getrocknet. Der Gewichtsverlust wird als Gesamtfett-Gehalt be- 
zeichnet. 

Die asche- und fettfreie Trockensubstanz, die wir aus der Differenz zwischen 
Trockensubstanzmenge und Asche und Fettgehalt errechneten, definierten wir als 
organische Grundsubstanz. Den Zellgehalt dieser Grundsubstanz von 2 bis 
10%!* 2° und den miterfaBten Carbonatanteil des Gesamtmineralgehaltes von 
2,0—6,0%,24 vernachlassigten wir bei spaiteren Berechnungen. Den Quotienten 
Wassergehalt / organischer Grundsubstanzgehalt bildeten wir, nachdem die Grund- 
substanzmenge der einzelnen Praparate von Trockensubstanz auf Frischgewicht 
bezogen war, und betrachteten ihn als MaB des Quellungszustandes der organischen 
Grundsubstanz. 


* Die angegebenen MaBe bezeichnen die Lange Scheitel-SteiB. 

19 E. Schiitte, Stoffwechsel des Knochengewebes, 7. Colloquium der Dtsch. 
Ges. f. physiol. Chemie 1956, Verlag J. Springer, Heidelberg; H. J. Rogers, 
8S. M. Weidmann u. A. Parkinson, Biochem. J. 50, 537 [1952]. 
20 J. E. Eastoe u. B. Eastoe, Biochem. J. 57, 453 [1954]. 
21 I. McDonald, Biochem. J. 57, 437 [1954]. 
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Calcium: Die Asche von etwa 40mg Trockensubstanz wurde in 2,0 yn) 
2n HCl unter Erwirmen aufgenommen, das Calcium im schwach Essigsauren pj; 
Ammoniumoxalat gefallt, abzentrifugiert, gewaschen und nach abermaligen: Lége, 
in 2n HCl flammenphotometrisch bestimmt. 


Anorganischcr Phosphor: Etwa 30 mg Trockensubstanz wurden mit 5,0) 
8proz. Trichloressigsiure 12 Stdn. extrahiert. In 1,0 ml des Uberstehenden ly. 
stimmten wir nach Zentrifugieren den Phosphorgehalt nach Fiske und Subbaroy®. 
Gemessen wurde bei 578 mu, 30—60 Min. nach dem Auffiillen der Kélbchen. 

Gesamt-Phosphor: 1,0 ml des eben erwahnten Trichloressigsiureexitrakte, 
wurde mit 1,0 mi 5n H,SO, 30 Min. auf dem Wasserbad hydrolysiert und unte 
Beriicksichtigung der bereits vorhandenen Schwefelsiure-Konzentration nach 
Fiske und Subbarow” bestimmt. 

Citrat®: Etwa 50—100 mg Trockensubstanz wurden 12 Stdn. mit 2,0 nm) 
8proz. Trichloressigsiure extrahiert. Nach Abzentrifugieren bestimmten wir jn 
1,0 mi des Uberstehenden Citrat nach der Pentabromaceton-Methode. Die Messung 
erfolgte bei 436 mu. Wegen geringer Triibung ist es notwendig, gleichzeitig bei 
578 my eine Tribungsmessung vorzunehmen und die Extinktionen vor der Ab. 
lesung auf der Citrateichkurve voneinander abzuziehen. 


Die Gesamt-Stickstoff-Bestimmung erfolgte nach Kjeldahl. 


Hexosamin™, 4: Etwa 40 mg Trockensubstanz wurden mit 2,0 ml 4n H(| 
im Bombenrohr bei 105° 12 Stdn. hydrolysiert. Nach Abkihlung fiihrten wir den 
Inhalt quantitativ in ein 10,0-m/-MeBk6lbchen iiber, fillten auf und pipettierten 
2,0 ml davon auf eine Kationenaustauschersaule, die 5,0 ml eines Gemisches von 
50 g Dowex 50 (400 Msh) und 50 m/ Wasser enthielt. Mit 10,0 ml Wasser wuschen 
wir nach und eluierten mit 10,0 ml 2n HCl in ein 10,0 ml MeBkélbchen. 1,0 ml des 
Eluats wurde zur eigentlichen Hexosaminbestimmung nach Elson-Morgan®* mit 
photometrischer Messung bei 546 my verwendet. Wir haben uns davon iiberzeugt, 
daB die Elution des Hexosamins durch 10,0 m/ 2n HCl vollstandig ist. Die Ab. 
lesung erfolgte auf einer Eichkurve aus 0—60 y Hexosamin-hydrochlorid. 


Sulfat*: Etwa 30 mg Trockensubstanz wurden mit 1,0 ml 4n HCl im Bon. 
benrohr bei 110° 24 Stdn. hydrolysiert. Nach Zufiigen von 1,0 ml 4n NaOH fiillten 


wir das Hydrolysat im Me8kolben auf 5,0 mi auf und zentrifugierten. 2,0 ml des | 


Uberstehenden versetzten wir mit 6,0 mi ( ),5proz. Uranylacetatlésung. Den Nieder. 
schlag zentrifugierten wir nach 1 Stde. und nahmen 1,0 ml des Uberstehenden zur 
Sulfatbestimmung nach der Benzidinmethode. Wir photometrierten bei 500 my. 
Die Ablesung erfolgte auf einer Eichkurve aus 0—70 y Ammoniumsulfat. Das 
Benzidin mu8 zweimal aus 95proz. Alkohol umkristallisiert werden. 


Uronsaure?’: 15—50 mg Trockensubstanz wurden mit 1,0 ml Wasser unter 
Kihlung mit 6,0 ml konz. Schwefelsiure versetzt. Dann stellten wir den Ansatz 
20 Min. in ein kochendes Wasserbad, zentrifugierten und pipettierten zweimal je 
1,0 ml ab. Der erste ml diente als Leerwert, der zweite als MeBwert. Beide ver- 
setzten wir mit je 3,0 ml Schwefelsaiure (6,0 m/ konz. H,SO, und 1,0 ml Wasser). 
Zum MeBwert gaben wir 0,1 m/ 0,lproz. alkohol. Carbazollésung, zum Leerwert 
0,1 ml Wasser. Wir schiittelten und photometrierten nach 60 Min. bei 540 my in 
0,5-cm-F iivetten den MeBwert gegen den Leerwert. Die Ablesung erfolgte auf einer 
Eichkurve aus 0—150 y Natriumglucuronat. 








2 C. H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 

23 J. R. Stern in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in Enzymo- 
logy, Vol. ITI., S. 425 Acad. Press Inc. Publ., New York 1957. 

24 N. F. Boas, J. biol. Chemistry 204, 553 [1953]. 

25 L. A. Elson u. W. T. J. Morgan, Biochem. J. 27, 1824 [1933]. 

26 C. Fromageot in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in Enzy- 
mology, Vol II. 8. 324 Acad. Press Inc.Plub., New York 1955. 
27 Z. Dische, J. biol. Chemistry 167, 189 [1947]. 
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Fehlerrechnung 


In Tab. 1 sind die Mittelwerte (17) von jeweils 2 MeBwerten (W,, W.) mit 
ihrem absoluten mittleren Fehler 





/ 7 
eich /(Wy— M)? + (W,— M)? pak W, ~—M (hier W, i W,—WM) 
2(2—1) 2 





angegeben. 

In Tab. 2 sind Mittelwerte My mit ihrem absoluten fortgeleiteten Fehler 
AFabs. angegeben, der zustande kommt, weil den in dieser Tabelle angefiihrten, 
errechneten GréBen jeweils mehrere, mit Fehlern behaftete Bestimmungen zu- 
grunde liegen. 

Die methodischen Fehler werden bei unseren Bestimmungen iiberlagert von 
den Fehlern, die durch eine unvermeidbare Inhomogenitaét der Praparate bedingt 
und zum Teil gréBer als die methodischen Fehler sind. Es ist schwierig, Praparate, 
die gleichzeitig Fasern und Mineralien enthalten, vollstandig zu homogenisieren. 
Die Fehler haben wir bei der Auswertung der Ergebnisse beriicksichtigt, und die 
Signifikanz eines Unterschiedes (D) zwischen zwei Beobachtungen nach der Formel 


D obs 4M,—M, 

Yop + oF 
M, = Mittelwert von Beobachtung 1; 
M, = Mittelwert von Beobachtung 2; 


o, = abs. mittl. Fehler, bzw. abs. fortgeleiteter Fehler von V,; 
abs. mittl. Fehler, bzw. abs. fortgeleiteter Fehler von M,. 


berechnet. 


I 


G2 
Nur Beobachtungen mit einer Signifikanz von D > 2,2 wurden als verschieden 
gewertet. 


Ergebnisse 


Tab. 1 zeigt, daB bereits im 4.—7. Embryonalmonat (25—70 cm) 
hyaliner Septenknorpel mehr Wasser und weniger Fett und Asche 
enthilt als verknéchernder Knorpel, der die Verknécherungszone enthilt, 
und Knochen. Im Laufe der Entwicklung wird hyaliner Knorpel etwas 
wasseriirmer, ohne daB sich der Fettgehalt nachweisbar und der Asche- 
gehalt der Trockensubstanz nennenswert dindern. Im verknéchernden 
Knorpel und im spiteren Knochen nimmt dagegen mit zunehmendem 
Alter der Wassergehalt um 50% ab und der Fett- und Aschegehalt er- 
heblich zu. Gelenkknorpel verhalt sich wie Septenknorpel. 

Tab. 2 zeigt, daB der errechnete Grundsubstanzanteil an der 
Trockensubstanz im verknéchernden Knorpel und Knochen geringer als 
im gleichaltrigen hyalinen Knorpel ist. Auf Frischgewicht bezogen, ent- 
halt bei 4—7 Monate alten Foeten hyaliner Knorpel weniger organische 
Grundsubstanz als verknéchernder Knorpel und Knochen. Proportional 
mit dem Alter nimmt der Grundsubstanzgehalt, bezogen auf Frischge- 
wicht,im hyalinen Knorpel, im verknéchernden Knorpel und im Knochen 
zu. Der Quotient Q@ = Wassergehalt/Grundsubstanzgehalt, der den 
Quellungszustand der Grundsubstanz angibt, betriigt bei4—7 Monate 
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Tab. 1. Wasser-, Fett- und Aschegehalt. Es sind Mittelwerte mit ihren absolutey 
mittleren Fehlern angegeben. 


4 Mon. 7 Mon. 9 Mon. VJ Saal 
Foetus | Foetus | Foetus Ka ib R nd 
25—30 cm|50—70 cm; 1m ™ 








Wassergehalt 
in %Frischgewicht 
Septum 87,1+0,2 _ |84,4+0,1 |80,3+0,5 |73,0404 
Epiphyse 
eae 85,6+.0,2 |83,34-0,3 


Diaphyse 59,4+-1,5 


82,8+-0,1 |80,5-+-0,2 
69,2-+-0,3 |39,3+-0,4 





Fettgehalt in 
% Trockensubstanz 
Septum 0,0 0,0 0,0 0,0 
Epiphyse 
knorp. Teil : a iad 
knéch. Teil $,2:.0,2 | 3840.3 | 7 
Diaphyse 3,7+0,9 


0,0 0,0 
O+0,3 |25,2+1,4 





Aschegehalt in 
% Trockensubstanz 
Septum ~ 8,7--0,6 8,4+0,5 | 9,2+0,8 |10,5--0,7 
Epiphyse 
knorp. Teil 
knich. Teil 10,3+0,8 |10,8--0,9 


Diaphyse 53,2+2,2 


11,2+1,0 |11,6+2,0 
41,0+2,0 |39,3+-2,0 

















alten Foeten im hyalinen Knorpel 7,4, im verknécherten Knorpel 5,8 
bis 6,9 und im Knochen 3,4. Das heift, mit einsetzender Verknécherung 
nimmt die Quellung der Grundsubstanz ab. Im Laufe der Entwicklung 
verringert sich zwar die Quellung der Grundsubstanz des hyalinen 
Knorpels auch, die der Grundsubstanz des Knochens aber erheblich mehr. 

Der Aschegehalt des Knochens ist hauptsichlich durch Hydroxyl- 
apatit, der wahrscheinlich aus CaHPO, durch Alterung entsteht® und 
andere Kationen und Anionen adsorbiert”*, mit einem Ca/P-Gewichts- 
verhaltnis von 2,14 bedingt. Der Aschegehalt des hyalinen Knorpels 
kommt vorwiegend durch die gebundenen, angereicherten anorganischen 
Ionen zustande. 

Wir bestimmten, um die Verknécherungsstadien weiter zu charakte- 
risieren, in der Trockensubstanz von hyalinem Knorpel, verknécherndem 
Knorpel und Knochen den Gehalt an Calcium, anorganischem Phosphor, 
Gesamt-Phosphor, und Citrat und errechneten das Gewichtsverhiltnis 
Ca/anorgan. P. Bezogen wurden die Mittelwerte aus Doppelbestimmungen 
auf fettfreie Trockensubstanz (Mr). 

Bei 4—7 Monate alten Foeten fanden wir (Tab. 3), daB der Cal- 
ciumgehalt im verknéchernden Knorpel, der die Verknécherungszone 


28 §. B. Hendricks u. W. L. Hill, Proc. nat. Acad. Sci. USA 86, 731 [1950]. 
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Tab. 2. Prozentualer Gehalt an organischer Grundsubstanz (Gr. = asche- und fett- 
freie Trockensubstanz), bezogen auf Frischgewicht (F.G.) bzw. Trockensubstanz 
(.S.). Q = Quotient Wassergehalt / organ. Grundsubstanz im frischen Organ. Es 
sind Mittelwerte mit ihren absoluten fortgeleiteten Fehlern AF ys, angegeben*. 





























Foetus | Foetus | Foetus Kalb ausgew. 
25—30 cm|50—70 cm Im Rind 
Septum 
Gr./F.G. 11,8-+-0,2 14,3+0,1 | 17,9--0,5 | 24,2+-0,4 
Gr./T.S. 91,3--0,6 91,6-L0,5 | 90,8-L0,8 | 89,5--0,7 
7,4+0,1 5,9+0,0] 4,5-+0,1] 3,0-0,1 
Epiphyse knorp. Teil 
Gr./F.G. 12,4+0,2 | 14,3-+-0,3 | 15,3--0,2 | 17,2+-0,4 
Gr./T.S. 86,5-0,8 | 85,4+1,0| 88,8+1,0] 88,4+2,0 
Q 6,9+0,1} 5,8-+0,1} 5,4+0,1] 4,7--0,1 
Dia- Epiphyse 
physe knéch. Teil 
Gr./F.G. 17,5+-1,2 15,9-+0,7 | 21,5+1,5 
Gr./T.S. 43,1+-2,4 51,5+2,0 | 35,5-+2,4 
Q 3,40,2 4,7+0,2| 1,8-+0,1 








2 2 : 
* AF aps, Gr./T.S. = + V Asche + Fett ; 





My 
4 Fabs, Gr.[F.G. = + 55 VF rel. ges. T.8,)* + (4F rel, Gr./T.8.)* - 


10 100 


5 0 
4Frel.Gr./.TS. = Fa’ 4Fapbs.Gr./T.S. 3 4 Fyel, ges. T.8. = jog 
My 100—M 


er . 
es. Wasser | » 
ges. Wasser g | 





Sges.Wasser \” 


/ 
(4F Or. | y+ (200 — F 
) rel. Gr./F.G. M ges, ey 


My 
4 Fabs. Q. - 00 


100 
[! Frei. Gr./F.G. = ee. 4 Fabs, orn. 


enthilt, mit 1,8—1,9% der fettfreien Trockensubstanz nicht signifikant 
hdher liegt als im hyalinen Knorpel mit 1,6°. Erst im Knochen war der 
Calciumgehalt héher als im Knorpel (D = 91). Aus der Differenz 
zvischen Gesamt Calciumgehalt und dem an anorganisches Phosphat 
gebundenen Calcium, das nach der Formel Ca, 9(PO,), + (OH), aus dem 
P Gehalt errechnet wurde, erhielten wir niherungsweise das in der 
Grundsubstanz angereicherte Calcium. Bei 4—7 Monate alten Foeten be- 
trug das angereicherte Calcium im hyalinen Septenknorpel 1,4%, im ver- 
knéchernden Epiphysenknorpel nur 1% und im Knochen praktisch 0% 
der fettfreien Trockensubstanz. Mit zunehmendem Alter verringerte sich 
das angereicherte Calcium im Septenknorpel bis auf 0,8% beim er- 
wachsenen Rind. 0,04% Calcium sind in der fettfreien Trockensubstanz 
des hyalinen Knorpels durch den Calciumgehalt der extrazellularen Fliis- 
sigkeit zu erkliren. Die Grundsubstanz des embryonalen hyalinen 
Knorpels reichert also Calcium etwa 35fach an, ohne da Verknécherung 
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Tab. 3. Calcium-, Phosphor- und Citratanalysen. Angaben in % der fettfreig: 
Trockensubstanz mit dem absoluten fortgeleiteten Fehler. 



































Foetus Foetus Foetus ausgew, 
25—30 cm|50—70 cm Im Kalb Rind 
Calcium | 
Septum 1,6-+-0,1 1,3+0,0 | 1,5-40,1 | 0,8-L09 
Epiphyse 
knorp. Teil : 1,7-0,2 | 6,2+0,4 
knéch. Teil 1,9+0,1 | 1,8£0,1 logo 1176 |18,8-.1,7 
Diaphyse 22,9-L-0,2 
Anorganischer 
Phosphor 
Septum 0,10-+L0,00 0,06-+-0,00/0,03-+-.0,00]0,02--0,0) 
Epiphyse 
knorp. Teil ; 9|0,08--0,02)1,31-+-0,15 
knéch. Teil 0,41-+0,00/0,41+.0,02/6'79 7-9) 5419,604.0,53 
Diaphyse 10,75 4 
+ 0,42 
Gesamt-Phosphor 
Septum 0,30-+-0,03 0,19-+-0,02/0,10+-0,00/0,03--0,01 
Epiphyse 
knorp.: Teil ahs 0,65-+-0,10)2,11---0,20 
knéch. Teil 0,84-0,04/0,80--.0,06/9"7910,65] "10,28 
+ 0,40 
Diaphyse 11,45 
+ 0,52 
Citrat 
Septum 0,00 0,00 0,00 0,00 
Epiphyse 
knorp. Teil i 0,00  |0,02-L0,00 
knéch. Teil 0,01+0,00/0,02+0,00/9 69°, 0,0510,64-.0,07 
Diaphyse 0,43-+-0,03 
Gewichtsverhaltnis 
Calcium/anorg. Phosphor* 
Septum 16,0-+-1,0 21,7-+-0,0 |50,0-+3,4 |40,0--0,0 
Epiphyse 
knorp. Teil 21,3+5,9 | 4,7+0,6 
knéch. Teil 4,6£0,2 | 4.40.3 |"s’o 193 | 9010.2 
Diaphyse 2,10,2 


Mca/P 


* AF abs. Ca/p = + ae 























V (4 Frei. ca)* + (4 Fret, anorg. P)* 





eintritt, die des verknéchernden Knorpels reichert Calcium nur etwa 
25fach an und es beginnt die Verknécherung. 

Diese Befunde sprechen dagegen, dali eine zusitzliche Calciuman- 
reicherung die Verknécherung auslést, und dafiir, daB im Knochen die 





Calciumanreicherung durch die Grundsubstanz zu vernachlassigen ist. 





¢ 
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fett freien ‘Tab. 4. Stickstoff-, Hexosamin-, Sulfat- und Uronsiureanalysen. Angaben in % 
FE | der asche- und fettfreien Trockensubstanz. Es sind Mittelwerte mit ihrem absoluten 
— fortgeleiteten Fehler angegeben. 
ausg 
Rind” Foetus | Foetus | Foetus | ya, | ausgew. 
ne 25—30 em|50—70 cm lm Rind 
0,8-1-0 Gesamt-Stickstoff 
~ "EE Septum 9,8-+0,1 9,340,1 | 9,640,0 |10,3-+-0,1 
go Teil 10,5+0,5 |11,0-0,6 
orp. Le ’ so ’ ’ 
knéch. Teil 10,5-£0,0 |11,140.0 |19'8+0,6 |12,4+0,6 
—__—f Diaphyse 12,2+0,9 
' Hexosamin 
2-1-0, } Septum 9,02-40,79 9,83-40,69| 10,45 | 12,00 
+ 0,82 | +0,79 
| Epiphy se is site 
knorp. Tei 10,7 11,40 
knéch. Teil 6,9040,47/6,810,70] | ose | 41,15 
0,98-+-0,08)1,30-L0,14 
—_—J Diaphyse 1,52+-0,14 
3+-0,0] Sulfat 
Septum 4,92+-0,24 5,40-L0,16/5,82-+-0,13/5,66-+-0,27 
Epiphyse 
knorp. Teil 3,58-+.0,22/3,55--0,18]4,70-+-0,24/5,00--0,38 
“i knoch. Teil 0,68--0,05 0,46-+-0,04/0,52-++-0,06 
aphyse 
Uronsaure 
~ Septum 8,90---0,80 9,10-+L0,67|5,35--0,61/3,89--0,27 
00 | Epiphyse ‘ 
| knorp. Teil 8,16-.0,67|8,50-+-0,77 
> knéch. Teil 6,59+0,57/6,50-+ 0,63/9 38 + 0,06)0,34+-0,06 
’ Diaphyse 0,79--0,07 
' N/S-Quotienten* 
Septum 6,0-+.0,3 5,2+0,2 | 5,0+0,2 | 5,5-+-0,3 
_ Epiphyse 
0,0 knorp. Teil af 6,7+0,5 | 6,6+0,6 
‘ knéch. Teil 8,840.5 | 94+0,5 |eo'5'8.3 |71,7+8,9 
_ Diaphyse 54,0--5,7 
M 
* SP aps, x/8 = = NS /GFre, wt + GFret, 8) 

Im Gegensatz zum Calcium ist der Gesamt-Phosphor und der 
_anorganische Phosphor im verknéchernden Knorpel mit 0,84 und 
041% gegeniiber hyalinem Septenknorpel mit 0,3 und 0,1% der fett- 

twa | freien Trockensubstanz 3- bzw. 4fach angereichert. Im Laufe der wei- 
_ teren Verknécherung, sowohl innerhalb einer Altersstufe (Diaphyse) als 

2an- | auch mit zunehmendem Alter (Epiphyse) steigen der anorganische und 
die | Gesamt-Phosphorgehalt weiter an. Im hyalinen Septumknorpel nehmen 

ist. | anorganischer und Gesamt-Phosphorgehalt im Laufe der Entwicklung 
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bis auf 0,02% und 0,03% beim erwachsenen Rind ab. Die Differer, 
zwischen Gesamt-Phosphor und anorganischem Phosphor, die die bei de; 
Aufarbeitung nicht hydrolysierten, stabilen Anteile des organischey 
Phosphors angibt, ist bei 4 Monate alten Foeten in dem verknécherndey 
Epiphysenknorpel mit 0,43% der fettfreien Trockensubstanz doppelt s 
hoch wie im hyalinen Knorpel mit 0,20% und nimmt parallel mit de; 
Verknécherung der Epiphysen auf 2,00°%, zu, wihrend sie im Septum. 
knorpel im gieichen Zeitraum auf 0,13° abnimmt. Im Diaphysenknochen 


des 4 Monate alten Foeten und im Kalbsepiphysenknochen ist stabiler, f 


organischer Phosphor nicht mehr signifikant nachweisbar. Gelenk. 
knorpel von Kalbsepiphysen hat einen héheren Gehalt an Calcium, an. 
organischem und Gesamt-Phosphor, was wahrscheinlich auf ungeni. 
gender Abtrennung vom knéchernen Kern beruht. In diesem Alter ist 
die rein hyaline Gelenkknorpelschicht nur millimeterdiinn. 

Diese Ergebnisse machen wahrscheinlich, daB die Verknécherung 
durch eine Phosphatanreicherung eingeleitet wird. 

Der Gewichtsquotient Ca/anorgan. P zeigt, inwieweit die Ge. 
wichtsverhaltnisse von Calcium und anorganischem Phosphat denjenigen 
im Ca,(PO,), oder Hydroxylapatit mit den Werten 1,93 bzw. 2,14 
nahekommen. Beim hyalinen Septenknorpel von Rinderfoeten betriigt er 
16,0—21,7, bei Kalbern und Rindern 40,0—50,0. Das heiBt, hyaliner 
Knorpel enthilt viel mehr Calcium, als tertiiérem Phosphat oder Apatit 
entsprechen wiirde. Gelenkknorpel geburtsreifer Foeten verhilt sich wie 
Septenknorpel. Der von uns priparierte Kalbsgelenkknorpel fallt wahr. 
scheinlich aus den oben genannten Griinden aus der Reihe. 

Im verknéchernden Knorpel betragt der Quotient nur 4,4—-4,6. 
Shear und Kramer?”® haben in verknéchernden Epiphysen ein Ca/P. 
Verhaltnis von 5,0 gefunden und daraus geschlossen, daB im Beginn der 
Verknécherung mehr Calcium als Phosphat angereichert wird und dieser 
relative CalciumiiberschuB fiir verknéchernden Knorpel charakteristisch 
ist. Dieser letzte SchluB ist aber unzulassig, wenn man beachtet, daB im 
hyalinen, nicht verknéchernden Knorpel wihrend der embryonalen Ent- 
wicklung ein Ca/P-Verhiltnis von 16,0—21,7 besteht und Epiphysen- 
knorpel des Rindes im 4. Embryonalmonat nicht signifikant mehr Cal- 
cium als der entsprechende Septenknorpel enthalt. DaB verknéchernder 
Knorpel im 4. Embryonalmonat einen niedrigeren Ca/P-Quotienten als 
Septenknorpel hat, liegt am héheren anorganischen Phosphatgehalt des 
verknéchernden Knorpels. 

Im Knochen finden wir ein Ca/P-Verhialtnis von 2,0—2,1, das dem 
im Apatit entspricht. Burns und Henderson®® hatten im Knochen 
einen Ca/P-Quotienten von etwa 1,9 nachgewiesen. 

Der Citratgehalt ist ein fiir verknéchernden Knorpel und Knochen 
typischer Befund (Tab. 3). Im hyalinen Knorpel kann man, mit Aus- 





2° B. Kramer u. M. J. Shear, J. biol. Chemistry 79, 147 [1928]. 
30°C. M. Burns u. N. Henderson, Biochem. J. 29, 2385 [1935]. 
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iffereny nahme des Kalbsgelenkknorpels, kein Citrat nachweisen. Verknéchernder 
bei der Epiphysenknorpel hat einen Citratgehalt von 0,01—0,02%, Knochen 
nischen einen von 0,43—0,69% der fettfreien Trockensubstanz. Ahnliche Werte 
lernden f \yrden auch von anderen Autoren®! angegeben. DaB der Citratgehalt 
Pelt s im Beginn der Verknécherung so gering ist und parallel mit der Minerali- 
nit der F tion zunimmt, kann man mit einer Adsorption des Citrats an Apatit 
eptum. erkliren. Das nahm schon Dix on*2an, weil Knochen von parathyreoidek- 
nochen tomierten Ratten keine Citronensiure mehr bildeten, aber ebensoviel 
tabiler, F citrat wie die von gesunden Ratten enthielten. Im verknéchernden Epi- 
lenk. physenknorpel errechnen wir auf 1 Mol Apatit etwa 0,02 Mol, im Epi- 
ie > physenknochen etwa 0,07 Mol Citrat. Es ist unwahrscheinlich, daB die 
ngent. F Adsorptionsfahigkeit von Knochenmineral, gleiches Citratangebot durch 
ter it die extrazellulare Fliissigkeit vorausgesetzt, so stark zunimmt. Wahr- 
scheinlicher ist, daB Citrat durch den gesteigerten Stoffwechsel in der 
‘erung § Verknécherungszone auch vermehrt gebildet wird. Die Citratbildung in 
é der Verknécherungszone ist von Dixon** nachgewiesen worden. 
le Ge. Gegen eine alleinige Citratadsorption im Knochen spricht, daf 
mnigen Vitamin-D-frei-ernihrte, nicht rachitische Ratten einen niedrigeren 
2M Citratgehalt des Knochens haben als normal ernihrte**. Eine Hemmung 
agt & f der Verknécherung durch Citrat, wie sie Dixon* bei in-vitro-Versuchen 
aliner beobachtete, l4Bt sich aus unseren Untersuchungen, die zeigen, dafs der 
Jas Citratgehalt parallel mit der Verknécherung ansteigt, nicht ableiten. 
‘ = Von den Grundsubstanzbausteinen interessierten uns hauptsichlich 
die sauren Mucopolysaccharide, die hyaliner Knorpel zu 30 bis 40% 
seiner Trockensubstanz enthalt, weil sie fiir das Calciumbindungs- 
46. vermégen der Grundsubstanz verantwortlich gemacht werden. Wir be- 
a/P- | stimmten deshalb in der hydrolysierten Trockensubstanz der Praparate 
n der quantitativ Hexosamin, Sulfat und Uronsiure, die Bausteine saurer 
ieser Mucopolysaccharide sind. Um ein MaB fiir den Kollagenanteil der Grund- 
tisch substanz zu gewinnen, ermittelten wir gleichzeitig den Gesamt-Stick- 
B im stoffgehalt der Trockensubstanz. SchlieBlich errechneten wir die N/S- 


_ Quotienten der einzelnen Priparate, die niherungsweise das Verhiiltnis 
re Kollagen/sauren Mucopolysacchariden wiedergeben. Die Mittelwerte aus 
Pi Doppelbestimmungen wurden auf asche- und fettfreie Trockensubstanz 
’ r (AFTS), die der organischen Grundsubstanz am niichsten kommt, be- 
a 
zogen. 
des Hyaliner Knorpel 4 bis 7 Monate alter Foeten enthalt 9,8°%, ver- 


i knéchernder Knorpel dieser Altersstufen 10,5 bis 11,1% und Knochen 
ne 12,2°, Stickstoff, bezogen auf AFTS (Tab. 4). Die Unterschiede sind 
hen 











31 P, Cartier, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 148, 37 [1949]; P. Cartier, 
hen Bull. Soc. Chim. bioi. 38, 161 [1951]; F. Dickens, Biochem. J. 85, 1011 [1941]; 
us- T. F. Dixonu. H. R. Perkins in G. G. Bourne, The Biochemistry and Physiology 
of Bone, S. 287ff., Acad. Press Inc. Publ., New York 1956. 

32 H. R. Perkins u. T. F. Dixon, Science [Washington] 118, 139 [1953]. 
3 7T. F. Dixon u. H. R. Perkins, Biochem. J. 52, 260 [1952]. 
34 H. Steenbock u. S. A. Bellin, J. biol. Chemistry 204, 985 [1953]. 











968 H.-J. Dulce, Bd. 319 (1960) 


signifikant (D = 7—13, bzw. 2,7). Das besagt, daB bereits im Beginn 
der Verknécherung eine Nicht-Eiwei8komponente, wahrscheinlich Poly. 
saccharide, absolut oder relativ abgenommen hat. Verknécherte Epi- 
physen enthalten, auf AFTS bezogen, 12,4 bis 12,8% N. Eastoe?® fand 
einen N-Gehalt von etwa 13% des Trockengewichts in der Knochep. 
grundsubstanz. Ein Rest der Nicht-EiweiSkomponente muB erhalten 


bleiben, weil der N-Gehalt von reinem Kollagen mit 17 bis 18° *° in dey J 


organischen Grundsubstanz nicht erreicht wird. Im Laufe der Entwick. 
lung steigt der N-Gehalt im hyalinen Septenknorpel nur auf 10,3°%/, und 
im Gelenkknorpel auf 11,0% der AFTS an. 


Hyaliner Septumknorpel enthilt, auf AFTS bezogen, im Alter vom 
4. bis 7. Embryonalmonat 9,02°%, Hexosamin, 4,92% Sulfat und 8,90% 
Uronsiure, verknéchernder Knorpel gleichen Alters nur 6,90% Hexos. 
amin (D = 2,3), 3,58% Sulfat (D = 4,1) und 6,59% Uronsiiure (D = 2,3) 
und entsprechender Knochen 1,52°% Hexosamin (D = 9,4), 0,68% Sulfat 
(D = 17,7) und 0,79% Uronsiiure (D = 10,1). Daraus geht hervor, da8 
bereits in den Anfangsstadien der Verknécherung im Bereich der 
Epiphysenlinien der Gehalt der organischen Grundsubstanz an sauren 
Mucopolysacchariden niedriger ist als in der Grundsubstanz des 
nicht verknéchernden hyalinen Knorpels. Und zwar ist der uronsiiure- 
haltige Teil der sauren Mucopolysaccharide, zu dem die Chondroitin. 
schwefelsiure gerechnet wird, stirker abgesunken als der uronsiure- 
freie sulfathaltige Teil, zu dem z. B. Keratosulfat zahlt. Auch wenn 
man die MeBwerte auf Frischgewicht bezieht, ist der Gehalt an sauren 
Mucopolysacchariden im verknéchernden Knorpel nicht hoher als im 
hyalinen Knorpel. 

Im Laufe der weiteren Epiphysenverknécherung sinkt der Hexos- 
amingehalt in der organischen Grundsubstanz auf 1,3, der Sulfatgehalt 
auf 0,52% und der Uronsiuregehalt auf 0,34%, ab. Das heiBt, die sauren 
Mucopolysaccharide nehmen weiter stark ab. 


Im Gegensatz dazu nehmen im Laufe der Entwicklung im hyalinen 
Septenknorpel der Hexosamingehalt auf 12,0% und der Sulfatgehalt auf 
5,66% der AFTS zu und nur der Uronsiiuregehalt auf 3,89% der AFTS 
ab. Das bedeutet, daB eine uronsiurehaltige Verbindung, wie Chondroitin- 
sulfat ab-, und eine uronsiurefreie, sulfathaltige Verbindung zugenom- 
men haben mu. Der Gesamtgehalt an sauren Mucopolysacchariden im 
hyalinen Septenknorpel ist aber gleich geblieben, weil die Summe der 
einzelnen Komponenten bei 4 bis 7 Monate alten Foeten 22,84°/ und 
beim erwachsenen Rind 21,55% der AFTS ergibt. Damit stimmt iiberein, 
da8 der N-Gehalt im Septumknorpel nach der Geburt nicht wesentlich 
héher als vor der Geburt ist. Gelenkknorpel verhalt sich hier wie Septen- 
knorpel. Sheatlar und Masters*® fanden, daB beim Menschen im Laufe 








85 K. H. Gustavson, The Chemistry and Reactivity of Collagen, S. 30ff., 
Acad. Press Inc. Publ., New York 1956. 
36 M. R. Shetlar u. Y. F. Masters, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 90, 31 [1955]. 
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Begin des Alterns der Uronsauregehalt im hyalinen Knorpel von 7,0—9,0% 
auf 1,0—2,0% der Trockensubstanz absinkt, der Hexosamingehalt aber 


: Bs nahezu gleichbleibt. Sie schlossen daraus, da im Alter in der organischen 
20 fand Grundsubstanz des Knorpels weniger saure und mehr neutrale Muco- 
‘ochen. lysaccharide vorkommen. Diese Folgerung ist, wenn wir unsere Er- 
rhalten gebnisse betrachten, nicht berechtigt. Hexosamin kann auch Baustein 
in der | eines uronsdurefreien, aber sulfathaltigen sauren Mucopolysaccharids, 
twick. B. des Keratosulfats sein. Schon friiher hat man beobachtet, daB mit 
>” und mnehmendem Alter im hyalinen Septenknorpel des Menschen eine sulfat- 


reiche Verbindung, damals Albumoid genannt®’, auftritt. 
rv Die N/S-Quotienten unterstiitzen unsere bisherigen Ergebnisse, daf 
3 ool der Gehalt der Grundsubstanz an sauren Mucopolysacchariden bei der 
Me Verknécherung abnimmt. Im hyalinen Knorpel betragen die N/S- 
= 9) Quotienten vor und nach der Geburt 5,0 bis 6,7, im verknéchernden 
une Epiphysenknorpel 4 bis 7 Monate alter F oeten 8,8 bis 9,4 und im Knochen 
. dab 54,0 bis 83,5. Eine Zunahme des Quotienten bedeutet relative Abnahme 
| ae einer Nicht-EiweiBkomponente. Logan!® hat in Rindersepten einen 
N/S-Quotienten von etwa 10,0 und im Knochen einen von etwa 100 


a gefunden. 

iure- Diskussion 

oitin- Unsere Ergebnisse stehen einigen wesentlichen Punkten der bis- 
iiure- herigen Theorie der Verknécherung entgegen. 

wenn Die Beobachtung von Sobel und anderen? **, daB die Phosphat- 
vuren aufnahme im verknécherungsfaihigen Knorpel von vorheriger Calcium- 


S im aufnahme durch Chondroitinschwefelsiure abhingig sei, und die auto- 
radiographischen Untersuchungen von Dziewiatkowski*® iiber die 


-XO8- %§0,-Anreicherung in der Verknécherungszone hatten die Calcium- 
halt anreicherung als auslisenden lokalen Faktor der Verknécherung in den 
uren Vordergrund geschoben. 


Diese Anschauung kann aber nicht zutreffen, denn wir finden, daB 
in den ersten Verknécherungsstadien gegeniiber hyalinem Knorpel die 
auf sauren uronsiurehaltigen Mucopolysaccharide und die Quellung der 
organischen Grundsubstanz abnehmen und zunichst organisches und 


rT, 
be anorganisches Phosphat, nicht aber Calcium zusitzlich angereichert 
om- werden. Im verknéchernden Knorpel und Knochen ist weniger Calcium 
im an die Grundsubstanz gebunden als im gleichaltrigen hyalinen Knorpel, 
der dessen Grundsubstanz bereits ein Vielfaches der in der extrazellulairen 
ind Fliissigkeit vorliegenden Calciummenge anreichert. Erst in spiteren Ver- 
sin knécherungsstadien tritt eine Calciumanreicherung neben einer weiteren 
ich Phosphatanreicherung wohl als Folge der Mineralisation auf. SchlieBlich 
ene sind im entstandenen Knochen der saure Mucopolysaccharidgehalt auf 
ife 1/1, die Quellung der organischen Grundsubstanz auf 1/, sowie das grund- 
substanzgebundene Calcium unter 4/,, der Ausgangswerte abgesunken. 
it. ia 





37 J. Schaffer, Lehrbuch der Histologie und Histogenese, 3. Auflage, S. 131 ff., 
Verlag Urban & Schwarzenberg, Berlin - Wien 1933. 
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Autoradiographische Untersuchungen unterstiitzen unsere Befunde 
Leblond und Mitarbeiter + 1°.*8 haben die Zonen der 14C, *5S, 4°Ca un 
32P-Anreicherung im jugendlichen Rattenknochen miteinander ye. 
glichen. In der noch nicht verknécherten Epiphyse hatte sich “C uj 
%°S konzentriert. In der Schicht degenerierender, hypertropher Knorpel. 
zellen wurde kein “C und *°S nachgewiesen. Deshalb sah Le blond dicey 
Zellen als funktionsuntiichtig und abgestorben an. In dieser Schicht uni 
diaphysenwirts dieser Schicht begann die *°Ca und %2P.Anreicherung 
Leblond schloB daraus™, dafi die Verknécherung erst beginnt, wem 
keine Knorpelmatrix mehr gebildet wird und die Knorpelzellen ab. 
sterben. Wiirde die Verknécherung durch eine vermehrte Chondroitin. 
schwefelsiure-Neubildung mit gleichzeitiger Calciumanreicherung ein. 
geleitet werden, wie Dziewiatkowski®* annimmt, dann miiBten sich 
die Zonen der *5S- und 4°Ca-Anreicherung decken. Dieser Autor hat bej 
7 Tagen alten Ratten autoradiographisch eine **SO,-Anreicherung und 
gleichzeitig eine verstirkte Meatachromasie im Bereich der Epiphysen. 
linien gefunden®. Eine stiirkere Metachromasie kann aber auch durch Zu. 
nahme des Polymerisationsgrades der sauren Mucopolysaccharide be. 
dingt sein und eine lokale *°SO,-Anreicherung lediglich dafiir sprechen, 
daB **SO, in der Nahe der Verknécherungszone schneller als im hyalinen 
Knorpel ausgetauscht wird. 

In der organischen Grundsubstanz kénnen die sauren Mucopoly. 
saccharide entweder durch Abbau absolut oder durch Zunahme von 
neutralen Mucopolysacchariden oder Proteinen relativ vermindert 
werden. DaB ein Abbau méglich ist, haben Neuberg und Cahill® 
nachgewiesen. Sie fanden, dafi an der Knorpel-Knochen-Grenze aus 
Chondroitinschwefelsiure reduzierende Substanzen freigesetzt werden. 
Siffert* und Stetten“! vermuteten auf Grund histochemischer Unter. 


suchungen einen Chondroitinschwefelsiiure-A bbau in der Verknécherungs- si 


zone. Isoliert wurden diese abbauenden Fermente noch nicht. Der Abbau 
der sauren Mucopolysaccharide kénnte zu einer gréBeren lokalen Calcium- 
ionenaktivitat fiihren, die die Mineralisation férdert. 

Ein Abbau uronsiurehaltiger saurer Mucopolysaccharide kann an- 
dererseits nicht allein als lokaler Faktor der Verknécherung betrachtet 
werden, weil der Gehalt an uronsiiurehaltigen sauren Mucopolysaccha- 
riden in der Grundsubstanz des Septumknorpels beim erwachsenen Rind 
geringer als beim Foeten ist, die Septen nicht verknéchert sind und ihr 
Calciumgehalt abgenommen hat. Die Phosphationenbereitstellung mub 


ein zweiter Teil des ,,lokalen Faktors‘‘ der Verknécherung sein. Wahr- | 


scheinlich wirken, wie man schon friiher angenommen hat?®, an dieser 


38 C. P. Leblond u. R. C. Greulich in G. H. Bourne, The Biochemistry 
and Physiology of Bone, 8. 325ff., Acad. Press Inc. Publ., New York 1956. 

39 C. Neuberg u. W. M. Cahill, Enzymologia [Den Haag] 1, 22 [1936]. 

40 R. 8. Siffert, J. exp. Medicine 93, 415 [1951]. 

41 E.Stetten, Metabolic Interrelations Transact. 20d Conf., J. Macy Foun- 
dation, New York 1950. 
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Phosphatbereitstellung phosphatiibertragende Enzyme mit. Ob Enzyme 
dieser Art im verknéchernden Knorpel und Knochen aktiver als im 
hyalinen Knorpel sind, soll uns in der folgenden Arbeit beschaftigen. 
Vielleicht haben Osteoblasten und die sog. degenerierenden Knorpel- 
zellen die Fahigkeit, Mucopolysaccharide abzubauen und Phosphat zu 
konzentrieren. 

Citrat kommt zwar im verknéchernden Knorpel und Knochen und 
nicht im hyalinen Knorpel vor und wird im Knochenstoffwechsel ge- 
pildet, es hat aber an der Verknécherung wahrscheinlich keinen aktiven 
Anteil, weil Epiphysen von rachitischen Ratten auch ohne lokale 
Citronensiurebildung verkalken*?. Die normale Citratbildung kénnte 
mit dem gesteigerten Phosphatstoffwechsel verkniipft sein. Ein grofer 
Teil des Citrats im Knochen wird aber adsorbiert sein. 


Zusammenfassung 


Vergleichende analytische Untersuchungen der Mineral- und Grund- 
substanzzusammensetzung von hyalinem Knorpel, verkécherndem 
Knorpel und Knochen bei Rindern verschiedener Entwicklungsstadien 
ergeben, da Chondroitinschwefelsiure-Abbau und Phosphatanreiche- 
rung wahrscheinlich die lokalen Faktoren der Verknécherung sind und 
nicht, wie man zuletzt annahm, Chondroitinschwefelsiure-Neubildung 
und Calciumanreicherung. Die Anreicherung von Chondroitinschwefel- 
siure und Calcium ist im hyalinen Knorpel gréfer als im gleichaltrigen, 
verknéchernden embryonalen Epiphysenknorpel. 


Summary | 


Comparative analyses of the mineral and ground substance compo- 
sition of hyaline cartilage, ossified cartilage and bones of cattle in diffe- 
rent stages of development showed, that the local factors of ossification 
are probably the breakdown of chondroitin sulphate and the accumu- 
lation of phosphate and not, as was assumed, the de novo synthesis of 
chondroitin sulphate and calcium accumulation. Chondroitin sulphate 
and calcium are concentrated to a greater extent in hyaline cartilage than 
in ossified embryonal, epiphyseal cartilage of the same age. 


Priv.- Doz. Dr. H.-J. Dulce, Physiologisch-Chemisches Institut der Freien 
Universitat Berlin, Berlin-Dahlem, Lentze-Allee 75. 


42 C. B. Heimer, H. Maslow, A.E. Sobel u. D.M. Grayzel, Proc. Soc. exp. 
Biol. Med. 87, 13 [1954]. 
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Zur Biochemie der Verknécherung, II? 


Enzymaktivitaten im hyalinen Knorpel, im verknécherndey 
Knorpel und im Knochen 
Von 
H.-J. Dulee 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitat Berlin 
Direktor: Prof. Dr. med. et rer. nat. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Januar 1960) 


Wir haben in der I. Mitteilung an Rindern gezeigt, daB die Ver. 
kn6écherung mit einer Anreicherung von anorganischem und organischem 
Phosphat und mit einer Abnahme des Chondroitinschwefelsiure-Gehaltes 
der Grundsubstanz beginnt?. 

Friher galt es als sicher, daB alkalische Phosphatase, Phosphorylase 
und Enzyme der Giykolyse an der Phosphatanreicherung und Minerali- 
sation mitwirken, weil man sie alle?-® und den gréBten Teil ihrer Sub. 
strate®-1° im verknéchernden Knorpel nachgewiesen hat und zeigen 
konnte, da8 durch ihre Inaktivierung die Mineralisation unterblieb® 4”, 


1 T. Mitteil.: H.-J. Dulce, diese Z. 319, 257 [1960], vorstehend. 

2 R. Robison, Biochem. J. 17, 286 [1923]; M. Martland u. R. Robison, 
ebenda 18, 1354 [1924]; R. Robison u. K. M. Soames, ebenda 18, 740 [1924]; 
24, 1922 [1930]; R. Robison, M. McLeod u. A. H. Rosenheim, ebenda 4%, 
1927 [1930]; H. D. Kay, Physiol. Rev. 12, 384 [1932]. 

3 I. J. Lorch, Nature [London] 158, 269 [1946]; G. Majno u. C. Rouiller, 
Virchow’s Arch. pathol. Anatom. Physiol. klin. Med. 821, 1 [1951]. 

4 H.B. Fellu. R. Robison, Biochem. J. 24, 1905 [1930]; M. G. McFarlane, 
L. M. B. Patterson u. R. Robison, ebenda 28, 720 [1934]. 

5 A. B. Gutman u. E. B. Gutman, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 48, 687 [1941]. 

6 A. B. Gutman, F. B. Warrick u. E. B. Gutman, Science [New York] 95, 
461 [1942]; A.B. Gutman u. T.F. Yii, Metabolic interrelations Transact. 204 Conf., 
J. Macy Foundation, New York 1950. 

? H. Goldenberg u. A. E. Sobel, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 78, 719 [1951]; 
P. A. Marks u. E. Shorr, Science [New York] 112, 752 [1950]. 

8H. G. Albaum, A. Hirshfeld u. A, E. Sobel, Proc. soc. exp. Biol. Med. 
79, 682 [1952]. 

H. G. Albaum, A. Hirshfeld u. A. E. Sobel, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
79, 238 | [1952]. 

10 P. Cartier u. J. Picard, Bull. Soc. Chim. biol. 37, 485, 661, 1159, 1169 
[1955]; P. Cartier, C. R. Soc. Séances biol. Filiales 144, 331 [1950]. 

11 K. P. Du Bois, K. W. Cochran u. M. Mazur, Science [New York] 110, 
420 [1949]; F. W. Klemperer, ebenda 112, 423 [1950]; F. W. Klemperer, 
J. M. Miller u. C. J. Hill, J. biol. Chemistry 180, 281 fat R. 8. Grier, M. B. 
Hood u. M. B. Hoagland, ebenda 180, 289 [1949]; H. H. Hiatt, P. A. Marks 
u. E. Shorr, ebenda 204, 187 [1953]; T. F. Yii u. A. B. Gutman, Prod, Soc. exp. 
Biol. Med. 75, 481 [1950]. 

2 H. Goldenberg u. A. E. Sobel, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 85, 275 [1954]. 
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geitdem aber alkalische Phosphatase?*:14 und Enzyme der Glykolyse?® 
auch im hyalinen Knorpel nachgewiesen wurden und Castelliani und 
Zambotti an Kaninchen zeigten, daB Epiphysenknorpel aus Glucose-6- 
phosphat Hexosamin und aus Uridindiphosphoglucose Uronsiure 
biidet!® 17, hat man den Zusammenhang zwischen phosphatiiber- 
tragenden Fermenten und Mineralisation mehr und mehr fallen gelassen 
und diese Enzyme mit der Chondroitinschwefelsiure-Bildung in Ver- 
bindung gebracht?* 18. Unberiicksichtigt blieb dabei, daB sich die 
Enzymaktivititen im hyalinen und im verknéchernden Knorpel quanti- 
tativ unterscheiden kénnen?®. 

Wir untersuchten deshalb in einer zweiten Versuchsreihe bei Rindern 
in Extrakten von hyalinem Knorpel, verknécherndem Knorpel und 
Knochen die Aktivititen der alkalischen Phosphatase, Adenosintri- 
phosphatase, anorganischen Pyrophosphatase, Phosphorylase und enzy- 
matischen Hexosaminbildung. Uns interessierte, ob parallel mit der 
Phosphatanreicherung und der von uns nachgewiesenen Chondroitin- 
schwefelsiure-Abnahme im Verlauf der Verknécherung die phosphat- 
iibertragenden Enzyme und die enzymatische Hexosaminbildung aktiver 
oder inaktiver als im hyalinen Knorpel werden. Daraus kann man 
schlieBen, ob sie fiir den Verknécherungsvorgang typisch sind. 


Methodik 


Beziiglich der Aufarbeitung, Gefriertrocknung, Asche- und Fettbestimmungen 
in der Trockensubstanz sowie der Fehlerrechnung verweisen wir auf die in der vor- 
stehenden I. Mitteil.1 beschriebene Methodik. 


Enzymatische Hexosaminbildung?® 


Etwa 70 mg Trockensubstanz wurden mit 2,0 ml eines Citratpuffers, px 6,4, 
der 1,46 mg Glutamin/ml enthielt, versetzt. Wir stellten den Ansatz 30 Min. bei 
30° in einen Thermostaten, gaben 5,1 mg Glucose-6-phosphat (als Bariumsalz) 
hinzu und inkubierten 3 Stdn. Danach kochten wir den Ansatz, kiihiten ab und 
fiigten 2,0 ml Wasser und 1,8 ml In HCl hinzu. Es wurde zentrifugiert und das ge- 
samte Uberstehende zur Hexosaminbestimmung nach Boas” auf eine Austauscher- 
siule (Dowex 50) gegeben. Die weitere Aufarbeitung und Messung erfolgte wie bei 
der Hexosaminbestimmung (s. I. Mitteil.!). Es wurden lediglich von 10,0 mi Eluat 
3,0 ml verwendet. Zur Kontrolle wurde ein zweiter Ansatz vor der Inkubation 


13 R. S. Siffert, J. exp. Medicine 98, 415 [1951]. 

4 C, Lutwak-Mann, Biochem. J. 34, 517 [1940]. 

18 E.G. L. Bywaters, J. Pathol. Bacteriol. 44, 247 [1937]; E. 8. Boyd u. 
W. F. Neuman, Arch. Biochem. Biophysics 51, 475 [1954]. 

16 A, A. Castellani u. V. Zambotti, Nature [London] 178, 313 [1956]. 

17 A. A. Castellani, B. de Bernard u. V. Zambotti, Nature [London] 
180, 859 [1957]. 

18 G. H. Bourne, The Biochemistry and Physiology of Bone, 8S. 251 ff., 
Acad. Press. Inc. Publ., New York 1956. 

19 A. B. Gutman, Metabolic Interrelations Transact. 2»¢ Conf. J. Macy 
Foundation New York 1950; D. B. Kroon, Acta Anatom. 15, 317 [1952]. 

20 N. F. Boas, J. biol. Chemistry 204, 553 [1953]. 
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gekocht und in einem dritten Ansatz die Hexosaminbildung ohne Glucose-6-pho,. 
phat-Zusatz gemessen. 


Wir rechneten die MeBwerte in y Hexosamin/Stde./100 mg AFTS* um. 


Alkalische Phosphatase?! 


Etwa 30 mg Trockensubstanz wurden 2 Stdn. mit 2,0 ml Wasser bei 290 
extrahiert, dann zentrifugiert. Zu 1,0 mi des Uberstehenden gaben wir 1,0n/ 
0,01m MgSO,, 1,0 ml Glykokollpuffer, py 8,7, und 2,0 ml 0,3m Na-B-Glycerophos. 
phat. Es wurde geschiittelt und je 2,0 m/ sofort bzw. nach einstg. Inkubation bej 
37° entnommen und mit 2 mi 5proz. Trichloressigsiure enteiweiBt. Vom Uber. 
stehenden nahmen wir je 2,0 ml zur Phosphatbestimmung nach Fiske und Sub. 
barow”. 

Die Differenz zwischen Null- und 1-Stdn.-Wert ergab die Enzymaktivitit, 
die wir in y P/Stde./100 mg AFTS umrechneten. 

In einem Leerversuch wurde festgestellt, daB sich Na-6-Glycerophosphat in 
1 Stde. nicht spontan spaltet. 


Adenosintriphosphatase™’ 


Etwa 30 mg Trockensubstanz wurden mit 1,0 ml Wasser 1 Stde. extrahiert. 
Dann zentrifugierten wir und versetzten 0,5 ml des Extraktes mit 0,9 ml 0,15m 
Trispuffer, py 6,8, 0,1 mi 0,15m MgCl, und 0,5 mil 0,05m ATP. 

Aus diesem Ansatz pipettierten wir jeweils 0,5 ml sofort bzw. nach 30 Min. 
Inkubation bei 30° in 1,0 ml 5proz. Trichloressigsiure und zentrifugierten.Vom 
Uberstehenden nahmen wir je 1,0 m/ zur Phosphatbestimmung nach Fiske 
und Subbarow”. 

Die Differenz der beiden Werte ergab die Enzymaktivitat, die wir in y P/ 
Stde./100 mg AFTS umrechneten. 

Es sind jeweils zwei Kontrollversuche angesetzt worden, die ergaben, daf 
ATP nicht spontan gespalten wurde (Ansatz ohne Extrakt) und kein Phosphat 
durch andere Reaktionen freigesetz+ wurde (Ansatz ohne ATP). 


Pyrophosphatase*4 


Etwa 40 mg Trockensubstanz wurden 2 Stdn. bei 22°, mit 2,0 ml Wasser 
extrahiert und zentrifugiert. Zu 1,0 m/ des Extraktes gaben wir 1,0 ml Na-Pyro- 
phosphatlésung (1,44 g Na,P,0,-10H,0/100 ml), 1,0 m/ MgSO,-Lésung (3,04 g 
MgSO, - 7 H,0/100 ml) und 2,0 mi 0,15m Trispuffer, py 7,4. 

Aus diesem Ansatz pipettierten wir je 1,0 ml sofort bzw. nach 30 Min. Inku- 
bation bei 30° in 1,0 ml 8proz. Trichloressigsiure und zentrifugierten. Vom Uber- 
stehenden nahmen wir 1,0 m/ zur Phosphatbestimmung. Die Bestimmung nach 
Fiske-Subbarow™ muBte hier abgewandelt werden. Wir verdiinnten mit 4,0 ml 
Wasser und gaben dann 0,66 m/ In H,SO, hinzu. Nach Durchschiitteln kam nun 
Ammoniummolybdatlésung und Fiske-Reagenz hinzu. Wenn man bei héherer 
Schwefelsiure-Konzentration arbeitet, wird Na-Pyrophosphat zusatzlich hydro- 
lysiert. 

Die Differenz der beiden Werte ergab wieder die Enzymaktivitat, die wir in 
y P/Stde./100 mg AFTS umrechneten. 

Wir iiberzeugten uns, durch Kontrollversuche, da8 unter unseren Bedingungen 
Na-Pyrophosphat in 30 Min. nicht spontan gespalten wird. 


* AFTS = Asche- und fettfreie Trockensubstanz. 

21 H. D. Kay, Biochem. J. 20, 791 [1926]. 

22 C. H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 275 [1925]. 

23 K. Bailey, Biochem. J. 45, 479 [1949]. 

24 L. A. Heppel in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in Enzy- 
mology, Vol II, S. 570, Acad. Press Inc. Publ., New York 1955. 
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Phosphorylaseaktivitat® 75 


Etwa 30—40 mg Trockensubstanz wurden bei 4° mit 3,0 mi Citratpuffer, 
py 6,4, der in 100 ml 0,150 g AMP und 0,5 g NaF enthielt, versetzt und 2 Stdn. 
unter fterem Schiitteln stehen gelassen. Dann zentrifugierten wir und gaben zu 
1,0ml Extrakt 1,0 ml 0,6proz. Glykogenlésung (A) bzw. 1,0 m/ Wasser (B) und 
5,1 mg Glucose-1-phosphat (K-Salz). 

Nach Umschiitteln pipettierten wir jeweils 0,75 ml sofort (Ay, By) bzw. nach 
dstdg. Inkubation bei 30° (A, B) in 0,75 ml 8proz. Trichloressigsiure, zentrifu- 
gierten und nahmen je 1,0 ml zur Phosphatbestimmung nach Fiske-Subbarow™. 

Die Differenz der Werte zwischen A und A, ergibt die Enzymaktivitat, von 
der wir noch die durch die Differenz B—B, ermittelte Restphosphatase-Aktivitat 
abgezogen haben, um die wirkliche Phosphorylase-Aktivitat zu erhalten, die wir in 
y P/Stde./100 mg AFTS umrechneten. 










































Ergebnisse und Diskussion 


Bei den Phosphorylase- und Phosphatase-Bestimmungen mu man 
beriicksichtigen, daB wir mit der Phosphatbestimmung nach Fiske- 
Subbarow”, die allen Methoden gemeinsam ist, Mengen unter 1 y P 
im MeBansatz, d. h. Enzymaktivitaiten unter 10—50 y P/Stde./100 mg 
AFTS nicht erfassen. 

Unsere Befunde zeigen, daB die Aktivitiiten der alkalischen Phos- 
phatase, Adenosintriphosphatase und Phosphorylase im hyalinen Knorpel 
nur gering (unter 10—50 y P/Stde./100 mg AFTS) sein kénnen und 
groBere Fermentaktivitaten fiir verknéchernden Knorpel typisch sind. 
Nur der hyaline Gelenkknorpel von Kalbsepiphysen enthalt ebensoviel 
alkalische Phosphatase wie der verknéchernde Epiphysenknorpel der 
Foeten, aber wesentlich weniger als der angrenzende Epiphysen-Knochen. 


Der Befund von Lut wak - Mann\ist also bestitigt, er gilt aber nicht 
fiir den hyaliner. Knorpel schlechthin und man darf daraus nicht ab- 
leiten, daB alkalische Phosphatase nichts mit der Mineralisation zu tun 
hat. Es ist méglich, 1aB in die sehr diinne Schicht des Gelenkknorpels von 
der knéchernen Epiphyse her extrazellulirliegende!® alkalische Phos- 
phatase eindringt, die bei der Priaparation der Knorpelschicht mit- 
erfa8t wird. Der geringe Gehalt normaler Knorpelzellen an alkalischer 
Phosphatase erklirt, weshalb im hyalinen Knorpel auBer Lutwak- 
Mann" nur Siffert}* histochemisch Aktivitit fand und die meisten 
Untersucher teilweise mit Extraktionsverfahren keine Aktivitat nach- 
weisen konnten‘. Unsere Beobachtung, daB alkalische Phosphatase fiir 
verknécherndes Gewebe typisch ist, wird durch den histochemischen 
Nachweis der alkalischen Phosphatase in hypertrophischen Knorpel- 
zellen und Osteoblasten®: 18, durch das Fehlen des Fermentes im Skelett 
von Knorpelfischen!® und sein Vorkommen in dem von Knochenfischen 
weiter unterstiitzt. 





25 G, T. Cori, B. Illingworth u. P. J. Keller in S. P. Colowick u. 
N.O. Kaplan, Methods in Enzymology Vol I, 8S. 200, Acad. Press Inc. Publ., 
New York 1955. 

18* 





276 H.-J. Dulce, Bd. 319 (196) 


Enzymaktivitaten in den untersuchten Knorpel- und Knochenproben. Angaben jy 
yP bzw. y Hexosamin/Stde./100 mg AFTS (= asche- und fettfreie Trockep, 














substanz). Es ist der absolute, fortgeleitete Fehler der Mittelwerte angegebey, 
Foetus Foetus Foetus Kalb ausgey, 
25—30 cm 50—70 cm lm Rind 

Alkalische Phosphatase 

Septum 0 0 0 0 
Epiphyse 

knorp. Teil . 0 272+43 

knéch. Teil | 20721 152+23 | 10604136 | 635-98 

Diaphyse 560+86 

Adenosintriphosphatase 

Septum 0 0 0 0 
Epiphyse 

knorp. Teil ; Se 0 0 

knéch. Tell | 799+28 | 673180 | gogiso | 7684101 
Diaphyse 1590+ 127 
Phosphorylase 
Septum 0 0 0 0 
Epiphyse 

knorp. Teil 0 


’ : 0 
knéch. Teil | 71-9+93 | 144,0411,7 | 1169417,5| 51,0+416,9 
Diaphyse 0 











Pyrophosphatase 
Septum 862+.108 378+27 420+55 0 
Epiphyse 
knorp. Teil ee 4454-35 580-54 
knéch. Teil | 28604358 | 25454374 | o560447 | 1180-183 
Diaphyse 590+76 
Enzymatische Hexosaminbildung 
Septum 28,9+3,3 18,8+1,6 12,0+1,5 7,0+2,0 
Epiphyse 
knorp. Teil 16,0+1,5 18,7+2,0 


knéch. Teil | 2%8+3:6 | 25,7240 | 37g 19's 6,8-2,8 
Diaphyse 9,5+3,5 

















DaB Adenosintriphosphatase beim Rind nur im verknéchern- 
den Knorpel vorkommt und ebenso wie alkalische Phosphatase parallel 
mit der Mineralisation zunimmt, ergiinzt die Ergebnisse von Cartier”, 


der in Epiphysen von Schafen Adenosintriphosphat nachgewiesen hat | 


und es als Phosphatdonator fiir die Verknécherung ansieht. 

Die Phosphorylase, die nach den Untersuchungen von Eeg- 
Larson?* bei Rattenepiphysen der geschwindigkeitsbestimmende Faktor 
der Glykolyse in der Verknécherungszone ist, hat ebenso wie die Pyro- 
phosphatase ihr Aktivititsmaximum im verknéchernden Knorpel. 


Das besagt, da8 im verknéchernden Knorpel in der Zeiteinheit mehr | 


Phosphatester entstehen als im hyalinen Knorpel und fertigen Knochen. 
26 N. Eeg-Larson, Acta physiol. scand. 38, Suppl. 128, 1 [1956]. 
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Uber eine Funktion der Pyrophosphatase bei der Verknécherung 
jst noch nichts bekannt. Das Substrat des Fermentes, das Pyrophosphat, 
ist vielleicht bisher wegen der hohen Pyrophosphataseaktivitait im 
Knochen noch nicht nachgewiesen worden. 


Die enzymatische Hexosaminbildung kann man nicht als 
typisch fiir verknécherndes Gewebe betrachten, weil sie im verknéchern- 
den Knorpel nicht aktiver ist als im hyalinen Knorpel. Da man noch 
nicht genau weiB, auf welchem Wege und mit welcher Geschwindigkeit 
das im Knorpel und Knochen gebildete Hexosamin in Mucopolysaccha- 
ride der Grundsubstanz eingebaut wird, darf man aus der GréBe der enzy- 
matischen Hexosaminbildung nicht ohne weiteres schlieBen, daB gleich- 
zeitig Mucopolysaccharide entstanden sind. In der I. Mitteil.1 haben wir 
gezeigt, daB mit fortschreitendem Alter in der Grundsubstanz des hy- 
alinen Knorpels der Hexosamingehalt zu und in der des verknéchernden 
Knorpels und spiiteren Knochens abnimmt. Da die enzymatische Hexos- 
aminbildung im hyalinen Knorpel ebenso aktiv wie im verknéchernden 
Knorpel ist, muB man annehmen, da im verknéchernden Knorpel im 
Gegensatz zum hyalinen Knorpel Hexosamin langsamer in das Muco- 
polysaccharid eingebaut wird oder mehr Mucopolysaccharide abgebaut 
werden. Im Knochen ist die enzymatische Hexosaminbildung merklich 
geringer als im gleichaltrigen hyalinen Knorpel. Dadurch wird die 
Mucopolysaccharidsynthese im Knochen wahrscheinlich zusitzlich ver- 
ringert und es erklirt sich die starke Abnahme des Mucopolysaccharid- 
gehaltes der Knochengrundsubstanz gegeniiber der Knorpelgrund- 
substanz. 


Unsere Ergebnisse deuteten wir folgendermaBen: Die phosphat- 
iibertragenden Enzyme haben wahrscheinlich fiir die Mineralisation eine 
unnittelbare Bedeutung, weil sie im verknéchernden Knorpel wesentlich 
aktiver als im hyalinen Knorpel sind und mit ihrer Aktivitiatssteigerung, 
Phosphatanreicherung und Verknécherung, nicht aber Chondroitin- 
schwefelsiure-Vermehrung verbunden sind. 


Es ist méglich, daB Zellen wie Osteoblasten mit Hilfe dieser Enzyme 
an der Phosphatkonzentrierung in der Verknécherungszone mitwirken. 
Dieser Mechanismus wurde schon friiher: ®: 14; 12,27 angenommen, weil in 
vitro rachitische Knorpelschnitte in phosphatesterhaltigen Calcifizierungs- 


_ lésungen schneller als in phosphationenhaltigen Calcificierungslésungen 


mineralisierten und diese Mineralisation durch Inaktivierung der Phos- 
phorylase und alkalischen Phosphatase zu hemmen war. Eine Aktivierung 
des letzten, fermentunabhingigen Schrittes der Mineralisation durch 
Adenosintriphosphat, wie Sobe1?8 kiirzlich berichtete, schlieBt nicht aus, 
da8 in der Verknécherungszone durch Spaltung von Phosphatestern oder 


_ Adenosintriphosphat Phosphationen angereichert werden. 


27 R. Robison u. A. H. Rosenheim, Biochem. J. 28, 684 [1934]. 
28 A. EK. Sobel, International Congress on Clinical Chemistry, Stockholm 1957. 
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Kine Mitwirkung phosphatiibertragender Enzyme an der Synthey) 
von Chondroitinschwefelsiure schlieBen wir nicht aus. Hierfiir scheine) 
kleinste Enzymaktivititen zu geniigen. Wir sehen das an der sehr aktiye,) 
enzymatischen Hexosaminbildung aus Glucose-6-phosphat im Knorpel 
dessen phosphatiibertragende Enzyme nicht nachweisbar sind. Diese An} 


der Enzymwirkung kann aber bei der Mineralisation keine Bedeutung 
haben, weil im verknéchernden Knorpel erhebliche Aktivitatssteige. 
rungen phosphatiibertragender Enzyme und Chondroitinschwefelsiup. 
Abnahme zugleich auftreten. 


Zusammenfassung 


Wir bestimmten bei Rindern verschiedener Entwicklungsstadien in 
Extrakten von gefriergetrocknetem hyalinem Knorpel, verknéchernden 


Knorpel und Knochen die Aktivitiiten der alkalischen Phosphatase, | 


Adenosintriphosphatase, Pyrophosphatase, Phosphorylase und der envy. 
matischen Hexosaminbildung. : 

Im verknéchernden Knorpel sind die phosphatiibertragenden En. 
zyme bedeutend aktiver als im hyalinen Knorpel. 

Im verknéchernden Knorpel fanden wir gegeniiber hyalinem 
Knorpel keine Aktivititssteigerung der enzymatischen Hexosaminbil. 
dung. Im Zusammenhang mit unseren vorhergehenden Untersuchun. 
gen iiber Mineral- und Grundsubstanz von Knorpel und Knochen schlie. 
Ben wir, daB die phosphatiibertragenden Enzyme bei der Verknéche. 
rung an der Phosphatkonzentrierung mitwirken. 


Summary 


We have determined the activity of alkaline phosphatase, adenosine 
triphosphatase, pyrophosphatase, phosphorylase and enzymic hexosamine 
formation in lyophilised extracts of hyaline cartilage and bones from 
cattle in different stages of development. 

In ossified cartilage, the transphosphorylases are much more active 
than those in hyaline cartilage. 

In ossified cartilage, we found, in comparision to hyaline cartilage, 
no increased activity for enzymic hexosamine formation. Taking 
into consideration our previous experiments on the mineral and ground 
substance of cartilage and bone, we conclude that during ossification the 
transphosphorylases are effective in the active concentration vf phos- 
phate. 


Dr. H.-J. Dulce, Physiologisch-Chemisches Institut der Freien Universitit 
Berlin, Berlin-Dahlem, Lentze-Allee 75. 
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Sy Nthex 1 


Scheiney 
 aktiver 
<norpel ; . " - 
iese Anh Uber den Abbau des Nicotins durch Bakterienenzyme 
deutun, Von 
Sstej, ’ es 
sige Karl Decker, Horst Eberwein, F. Arnold Gries* und Margarete Briihmiiller 
: Te. 
Aus dem Chemischen Universitatslaboratorium Miinchen, Institut fir Biochemie, und dem Max- 
Pianck-Institut fiir Zellchemie, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14, Mai 1960) 

dien jn Beim Studium des Nicotinabbaus durch verschiedene Organismen wurden bis- 
rndem lang nur einzelne, ausgeschiedene Reaktionsprodukte charakterisiert. Untersu- 


hat chungen iiber die enzymatischen Vorginge sind erst in jiingster Zeit in Angriff 
“tase, | genommen worden?,?, 

r enzy. Unsere Versuche wurden an dem aeroben Bodenbakterium Arthrobacter oxy- 

dans durchgefiihrt, das auf :.-Nicotin ais einziger C-und N-Quelle wachst und dabei 

etwa 30% des Substrats in ein Gemisch tiefblauer und violetter Pigmente um- 


a wandelt. Die intakten Bakterien nehmen pro Mol t-Nicotin 5,6 Mol O, auf und 

: entwickeln dabei 2,4 Mol CO,. Ein partieiler Abbau des Nicctins unter Bildung von 
linem Farbstoff sowie der im folgenden beschriebenen Produkte findet in Gegenwart eines 
Linbil. Elektronenacceptors auch in zellfreien Extrakten statt. In einem solchen System 
chun. betragt die Sauerstoffaufnahme 1,5 Mol O, pro Mol L-Nicotin; CO, wird nicht ge- 
chi bildet. Die Verwendung vor Dichlorphenol-indophenol als Oxydans ermdéglicht es, 
— die oxydativen Abbauschritte optisch zu verfolgen. Mit dieser analytischen Methode 
\Oche. lieB sich das Enzymsystem fraktionieren, das die ersten Abbauschritte katalysiert. 


Verfolgt man den Abbau des Nicotins durch UV-Spektroskopie, so lassen sich 
durch das Erscheinen charakteristischer Maxima mehrere Zwischenprodukte nach- 
weisen. Kine Auftrennung dieser Substanzen gelingt durch Papierchromatographie; 
besonders bei Verwendung von Nicotin, dessen Methylgruppe mit “C markiert ist, 
oi war die Reihenfolge des Auftretens der einzelnen Substanzen deutlich zu erkennen 

ime (Rp-Werte in n-Butanol/Eisessig/Wasser 10: 1:3 auf Schleicher & Schiill-Papier 
mine 2043b, mit Salzsiure gewaschen und mit 0,2 m Natriumacetat bespriiht: I 0,34; 
from III 0,23; V 0,47). 

Der erste Abbauschritt erfolgt unter Aufnahme von 0,5 Mol O,/Mol Nicotin; 
ative das fiir diese Reaktion verantwortliche Enzym, die Nicotinoxydase, wurde 20fach 
angereichert (AufschluB der Zellen durch hochtouriges Schiitteln mit Reflex- 
perlen, Fraktionierung des 22000 x g-Uberstands mit Protaminsulfat, Calcium- 
lage, phosphatgel und Ammoniumsulfat). Das Reaktionsprodukt I konnte aus L-Nicotin 
mit zellfreiem Extrakt oder angereichertem Enzym in Gegeawart eines Elektronen- 


= acceptors in gréBerer Menge dargestellt und isoliert werden. Die enzymatische Her- 
stellung von I wird dadurch erleichtert, daB sein weiterer Abbau in Gegenwart 
the iiberschiissigen Nicotins nur sehr langsam erfolgt. Das Produkt ist von synthe- 
hos- tischem Di-6-Hydroxy-nicotin® hinsichtlich des UV- (é9, = 6300; & 5, = 13600 
bei px 6,8) und IR-Spektrums und der Elementaranalyse nicht zu unterscheiden; 
wahrend aber das racem. 6-Hydroxy-nicotin einen Schmp. von 105° hat, schmilzt I 
sitdt * Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Bad 


Godesberg. 
1L. I. Hochstein u. 8. C. Rittenberg, J. biol. Chemistry 2384, 151, 156 
[1959]. 
2 H. Eberwein, Diplomarbeit u. Dissertation, Universitat Miinchen 1960. 
3 A. E. Tschitschibabin u. A. W. Krissanow, Ber. dtsch. chem. Ges. 57, 
1163 [1924]. 








280 Decker, Eberwein, Gries u. Brihmiiller, Bd. 319 (1960) 


bei 123° und besitzt einen Drehwert von [«]?°: —69°. Behandelt man I 4Stdn. mi 


ln NaOH bei 175°, wird es optisch inaktiv und schmilzt bei 104° (Misch-Schmp, ' 


mit pL-6-Hydroxy-nicotin 103-104°). Es handelt sich also bei der enzymatisch ge. 
wonnenen Substanz I um t-6-Hydroxy-nicotin. Dieses Ergebnis wird auch durch 
die Untersuchungen von Hochstein und Rittenberg bestiatigt!. 

Von den beiden Antipoden des 6-Hydroxy-nicotins wird — im Gegensatz 1 
der Umwandlung von pt-Nicotin zu pL-6-Hydroxy-nicotin — nur der linksdrehende 
weiter abgebaut, wahrend der rechtsdrehende unverandert bleibt; so konnte durch 
selektiven Abbau des L-6-Hydroxy-nicotins aus dem Racemat b-6-Hydroxy-nico. 
tin rein dargestellt werden (Schmp. 121°, [«]2°: + 67°). 

LaBt man auf L-6-Hydroxy-nicotin Enzymextrakt mit oder ohne Zusatz von 
Elektronenacceptoren einwirken, so findet man ein Zwischenprodukt (III), das, 
bei Hemmungen weiterer Reaktionen mittels p-Chlormercuri-benzoat, quantitatiy 
angehauft wird. Diese Reaktion ist mit der Aufnahme von 0,5 Mol O, pro Mol 
L-6-Hydroxy-nicotin verbunden. Das Produkt III la8t sich isolieren, indem man 
den enzymatischen Ansatz nach Gefriertrocknung mit absolutem Alkohol auszieht 
und den Extrakt mit neutralem Aluminiumoxyd reinigt; es kann aus Alkohol- 
Ather fraktioniert kristallisiert werden (Schmp. 157°). Das UV-Spektrum von III 
zeigt eine charakteristische py-Abhangigkeit (pH2: eogg == 16000; pH 10,5: eg99 = 
25600; px 14 : e539 = 19800). Ebenso verhalt sich synthet. gewonnenes 6-Hydroxy. 
3-[y-methylamino-butyryl]-pyridin (A). A zeigt auch im Enzymansatz 
das gleiche Verhalten wie III hinsichtlich der Umsatzgeschwindigkeit und der Re. 
aktionsprodukte. In der Papierelektrophorese und -chromatographie sind A und II] 
nicht zu unterscheiden. Wir glauben demnach in Ubereinstimmung mit Hoch. 
stein‘ der Substanz III die Struktur A zuordnen zu diirfen. III und A bilden kein 
Dinitrophenylhydrazon oder Semicarbazon; mit salzsaurem FeCl, zeigen beide keine 
Farbreaktion. 

Behandelt man IIT mit KBH,, so entsteht ein Produkt mit dem Spektrum des 
6-Hydroxy-nicotins. Auch Modellsubstanzen der Struktur 


H 
, 
[ —C—R 
| ; 
oN’ OH 
H 


besonders das Reduktionsprodukt von A, zeigen gleiches spektrales Verhalten. 
Diese als IT bezeichnete Substanz unterscheidet sich jedoch von 6-Hydroxy-nicotin 
deutlich im Ry-Wert. Durch Bakterienenzyme werden 50% von II (ebenso auch 
von reduziertem A) mit gleicher Geschwindigkeit wie pt-6-Hydroxy-nicotin in das 
Keton (III) umgewandelt. Wir vermuten deshalb, da8 der Verbindung II die 
Struktur des 6-Hydroxy-3-[«-hydroxy-6-methylamino-butyl]-pyridins 
zukommt und sie das beim Ubergang von I nach III zu erwartende Zwischen- 
produkt ist. Seine Bildung aus 6-Hydroxy-nicotin stellt ein interessantes biolo- 
gisches Analogon zur Menschutkinschen Variante des Hofmann-Abbaus? dar. 


Irkubiert man III mit den Bakterienenzymen, so entstehon vorwiegend blaue 
Pigmente; in Gegenwart von Elektronenacceptoren — sehr vel langsamer auch 
ohne diese — beobachtet man unter Aufnahme von 0,5 Mol O, pro Mol III eine 
Abnahme der 287-my-Absorption und das Auftreten eines starken Maximums bei 
340 mu. Es 1a8t sich einem Produkt (IV) zuordnen, welches sich durch groBe in- 
stabilitat auszeichnet und bislang nicht rein dargestellt werden konnte. Schon beim 
Stehenlassen in waBriger oder nichtwaBriger Losung geht IV spontan in eine Ver- 
bindung V iiber, deren starkstes Absorptionsmaximum in neutraler Lésung bei 


4 L. I. Hochstein u, 8. C. Rittenberg, J. biol. Chemistry 285, 795 [1960]. 
5 J. Read u. J. Walker, J. chem. Soc. [London]19384, 308. 
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358 mu liegt (pH 6,8: €353 = 29800, eo = 4380, 216 = 10600; pu 14: é34, = 


F 93400, 275 = 4800, &22 = 7300). 


Diese Substanz erhalt man auch als Endprodukt der Oxydation von L-Nicotin 
durch Bakterienextrakt in Gegenwart von Dichlorphencl-indophenol. Nach Ent- 
femung des Farbstoffes aus dem Reaktionsansatz gewinnt man V durch Gefrier- 
trocknung und Extraktion mit Essigester. V kristallisiert aus Alkohol in schénen, 
schwach gelben Nadeln vom Schmp. 256—257°. Die Mol.-Gew.-Bestimmung nach 
Rast, die Elementaranalyse sowie die Sauerstoffbilanz seiner Bildung weisen ihm 
die Formel C,5H,,N,0, zu. Es besitzt keine optische Aktivitat. Obgleich es bei enzy- 
matischen Reaktionen (in Gegenwart von Oxydantien) auftritt, wird es weder durch 
Extrakte noch durch Trockenzellen oder intakte Bakterien weiter verandert; dies 
wurde auch durch Versuche mit !4C-markiertem V gesichert. Versuche mit markier- 
tem Nicotin an intakten Bakterien oder mit Trockenzellen ohne Oxydans ergeben 
keinen Anhalt fiir ein Auftreten dieser Substanz im Stoffwechsel der lebenden 
Yelle. Es dirfte sich also bei der Bildung der Verbindung V um einen unphy- 
siologischen Vorgang handeln. 

Auf Grund dieser Untersuchungen und vergleichender Studien iiber den Abbau 
yerwandter Alkaloide (Nornicotin, Myosmin, Methylmyosmin und Anabasin)? 
stellen wir diese Reaktionsfolge fiir den enzymatischen Abbau des Nicotins zur 
Diskussion : 


H 
| | én _| | a L CH NH —CH 
ioe fey ma C—[ 2lg—-NH— 3 
| 1 = \| 1 ae | | - 
N ON N 
CH, Ooi CH, OR 
I I 
| 
\—C—CH—CH—CH, -NH—CH, 7 ~—C—{CH,],—NH—CH, 
| it od —— | 1 il 
0” ‘NZ O 07% N% O 
H H 
IV III (A) 
a 
\ / 
ao (J) 
‘4 \=C—CH=CH—-CH,—NH,—CH, a Nee 
; } a blaue End- 
0% “N’ O Pigmente oxydation 


V 


Kine ausfiihrliche Beschreibung der Versuche erfolgt in weiteren Arbeiten. 


Herrn Prof. Dr. F. Lynen sind wir fiir sein groBes Interesse und zahlreiche 
Anregungen zu besonderem Dank verpflichtet. 
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Zusammenfassung 


Der Abbau des L-Nicotins in einem zellfreien System aus Arthrobacter oaydays 
erfolgt unter Einfiihrung einer Hydroxylgruppe in 6-Stellung des Pyridinring, 
Offnung des Pyrrolidinrings und successive Dehydrierung der daraus entstandeny 
Seitenkette. Daten iiber den Nachweis der einzelnen Reaktionsschritte und iibe 
die Gewinnung und Charakterisierung der Zwischenprodukte werden angefiihrt wp 
ein Reaktionsschema fiir die ersten Abbauschritte vorgeschlagen. 


Summary 


The degradation of i-nicotine by a cell free system from Arthrobacter oxydane 


is accomplished by the introduction of a hydroxyl group in the “-position of th 
pyridine ring, opening of the pyrrolidine ring, and successive + uydrogenation of 


the resultant side chain. Data are presented in evidence for the single reaction step} 


and for the isolation and characterization of the intermediate products. A scheme 
for the initial reaction steps is proposed. 


Dr. Karl Decker, Chemisches Un iversitatslaboratorium, Institut fiir Biochemiv, 
Miinchen 2, Karlstrape 23. 
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Bd.319 (1960) 


Zur Kenntnis der Ganglioside des Gehirns 


Von 






E. Klenk und W. Gielen 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit K6éln 





(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Mai 1960) 


In letzter Zeit haben wir mit Versuchen zur Konstitutionsaufklarung der Ge- 
hirnganglioside begonnen, und wir méchten im folgenden unsere Ergebnisse kurz 
mitteilen. 

Molekulargewicht: Da Molekulargewichtsbestimmungen in waBrigen L6- 
sungen wegen der hohen Aggregation der Lipoidmolekiile keine Auskunft iiber das 
wahre Molekulargewicht geben kénnen, haben wir als Lésungsmittel Dimethyl- 
formamid verwendet. Die Versuche wurden in der Ultrazentrifuge von Phywe 
durchgefiihrt. Die Auswertung in Annaherung an das Sedimentationsgleichgewicht 
nach Archibald! ergab, bei getrennter Ausrechnung fiir den Boden und den 
Meniskus der Zelle, iibereinstimmende Werte von 1500 fiir das Molekulargewicht. 

Durch Titration der sauren waBrigen Liésung mit 0,02n NaOH und Phenol- 
phthalein als Indikator wurde friiher? ein Aquivalentgewicht von 1226 bzw. 1510 
gewonnen. 

Partielle hydrolytische Spaltung der Ganglioside: Durch ‘4stdg. Er- 
hitzen mit 0,01n HCl bei 85° wird iiber 90°, der N-Acetyl-neuraminsaure abge- 
spalten. Weiter werden abgespalten kleine Mengen von N-Acetyl-galaktosamin, 
Galaktose und eines N-acetyl-galaktosamin-haltigen Disaccharids. Das Disaccharid 
gibt bei vollstandiger Spaltung Galaktosamin und Galaktose, bei Reduktion und 
nachfolgender Hydrolyse Dulcit und Galaktosamin. 

Durch 1stdg. Erhitzen des als partielles Spaltprodukt anfallenden praktisch 
neuraminsaure-freien Glykolipoids mit 0,1n HCl im siedenden Wasserbad werden 
abgespalten Galaktosamin, Galaktose und ein weiteres Disaccharid, das aus 2 Mole- 
kiilen Galaktose besteht. Glucose wird nicht in Freiheit gesetzt. Das jetzt noch an- 
fallende Glykolipoid besitzt die Zusamrhensetzung eines einfachen Cerebrosids. 


C,.H;,NO, - H,O (746,1) Ber. C 67,61 H 11,21 N 1,88 
Gef. C 67,98 H 10,96 N 1,72 


Dieses Cerebrosid enthalt als Zuckerkomponenten Glucose und Galaktose im 
Verhaltnis 5 : 3. Die Bestimmung nach Somogyi ergibt einen Zuckergehalt von 
23,3°/, (ber. auf Glucose; theor. Wert: 23,5%). Ein Glucocerebrosid wurde schon 
von Bogoch? als partielles Spaltprodukt der Ganglioside erhalten. 

Methylierungsversuche: Eine vollstandige Methylierung der Ganglioside 
ist schwer zu erreichen. Der Methoxylgehalt des untersuchten permethylierten 
Gangliosids betrug 86°, des theor. Wertes. Als Spaltprodukte konnten folgende 
methylierten Zucker isoliert, kristallisiert und identifiziert werden: 

1. 2.3.4.6-Tetramethyl-galaktose als Anilid. Farblose Nadeln. 

Schmp. 192—193°; [~]2?1: —80,1°+ +39,9° in Aceton (c = 0,82). 
2. 2.3.6-Trimethyl-glucose. Farblose Nadeln (aus Chloroform-Petrolather). 
Schmp. 112—113°; [w]2!: + 95,2°- +69,2° in Wasser (c = 0,565). 


1 W. J. Archibald, J. physic. Colloid Chem. 51, 1204 [1947]. 
2 E. Klenk, diese Z. 278, 76 [1942]. 
3 §. Bogoch, Biochem. J. 68, 319 [1958]. 
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. 2.4.6-Trimethyl-galaktose. Farblose Nadeln (aus Ather). 


Schmp. 104°; [«]??: +125°— + 86,0° in Wasser (c = 0,75). 


. 2.6-Dimethyl-galaktose. Farblose Nadeln (aus Ather). 


117—119°; [~]?}: +46,5°- +87,6° in Wasser (c = 0,885). 


. 4.6-Dimethyl-galaktosamin-hydrochlorid. Identifiziert als Schiffsche Bag 


nach Reaktion mit 2-Hydroxy-naphthaldehyd‘. Gelbe Nadeln aus Metha. 
nol-Ather. Schmp. 182—183°; [«]2°: +219° im Gleichgewicht (¢ = 0,89 in 
Methanol). 


CH, - [CH,],, ~ CO 
NH 


CH, - [CH,],.*HC=CH - CHOH - CH - CH, 





O 
| 
HC——+ 
| | 
HCOH | 
HOCH 0 
| | H 
oxy Sidi cnet: ig + 
| | | 
HC—— HCOH | 
| 
CH,OH Faw O 
| 
“HOCH | 
a | | 
,. HC— 
| 
/ CH,OH 
HC-——_{ 
COOH HCNHAc | 
| | 
———c———0 -CH O 
| 
| CH, HOCH | 
| | 
0 HOCH HcC-——~— 
| | | 
| AcHN CH CH,OH 
| | 
| 
HCOH 
| 
HCOH 
| 
CH,OH 


I. CopHye N30 26 


4 P. J. Stoffyn u. R. W. Jeanloz, J. Amer. chem. Soc. 76, 563 [1954]. 
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Elementare Zusammensetzung und Bausteinanalyse: Zur Analyse 
kam ein Gangliosid-Praparat, das nach einem vor kurzem$ beschriebenen Verfahren 
dargestellt worden war und das in allen seinen Eigenschaften mit den friiher ge- 
yonnenen Praparaten weitgehend iibereinstimmte. Von der frisch dargestellten 
Substanz wurden mit einem, aus einer Kulturfliissigkeit von Vibrio cholerae ge- 
yonnenen Neuraminidasepraparat (Receptor Destroying Enzyme) etwa 40°, der 
Gesamtneuraminsaure in Form von N-Acetyl-neuraminsdure abgespalten. 


I. C7Hy2:N30o¢ (1384,7) Ber. (58,11 H8,81 N 3,04 


II. CgsHyisNzOog (1343,6) Ber. (58,10 H 8,85 N 2,09 
Gef. (57,75 H8,77 N 2,64 


CH; - [(CHg)ie * ag 








NH 
| 
CH, - [CH,],. - HC=CH - CHOH - CH - “a 
O 
| 
HC—{ 
| | 
HCOH | 
| 
HO.H oO 
l l 
HC_ | 
ee 
"7 +e. Tae 
(H,OH eee 
HCOH | 
COOH | | 
| CH O 
-b pane Tene |, 
| “(iS 
| ‘ Poy HC ———— 
0 HOCH ? ) 
AcHNCH oo 
| | 
maa HCOH 
HCOH HOH O 
se HOCH 
| 
CH,OH Hc———_ 
| 
(H,0H 


IT. CgsHyisNsOog 


“8 E. Klenk in E. A. Balazs u. R. W. Jeanloz, ,,The Amino Sugars; The 
Chemistry and Biology of Compounds containing Amino Sugars‘. Acad. Press, 
New York, im Druck. 
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I. CgzHy2:N3O2, Ber. 38,6 12,9 13,0 
IL. CygHyigNoOog Ber. 40,2 ne 13,4 
Gef. 38,0* 6,9 7,3 














* Ber. als Galaktose ** Ber. als Methylglykosid 


Ergebnis: Aus den vorliegenden Befunden kann geschlossen werden, 
in dem untersuchten Praparat mindestens zwei verschiedene Ganglioside vorhan¢ 
sind, und zwar eins das Hexosamin enthalt und ein anderes das hexosaminfrei 4 
Dem hexosaminhaltigen Gangliosid diirfte die Formel I zukommen. Es beste 
allerdings noch die Mégiichkeit, daB daneben eine entsprechende Substanz y 
kommt, welche anstelle von Glucose Galaktose enthalt. Dem hexosaminfrei 
Gangliosid kann mit einigem Vorbehalt die Formel II zugeschrieben werden, wobe 
die Frage offenbleiben. muB, ob die Glucose hier ebenfalls teilweise oder vollstandj 
durch Galaktose ersetzt ist. Die Richtigkeit dieser Formel kann auch insofern no 
nicht als endgiiltig bewiesen angesehen werden als die Méglichkeit besteht, daB@ 
Neuraminsiure wahrend der Methylierung teilweise abgespalten wird und dadugg 
sich die Entstehung der Tetramethylgalaktose erklart. Andererseits kénnte Gigi 
unvollstandige Methylierung des Gangliosids Anlafi zum Auftreten der Dimeth 
galaktose sein. : 


Die Untersuchung wird fortgesetzt. 


Zusammenfassung 


Es wird iiber Versuche zur Konstitutionsaufklarung der Gehirngangliosit 
berichtet. Auf Grund der Ergebnisse wurden Konstitutionsformeln vorgeschlagé 
die jedoch in einzelnen Punkten noch der Bestatigung bediirfen. 


Summary 


Investigations on the constitution of the brain gangliosides are reported. 0 
the basis of the results, constitutional formulae have been put forward, whi 
however, still require verification in certain details. 


Prof. Dr. E. Klenk, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, kéh . 
Lindenthai, Joseph-Stelzmann-StraBe 52. } 
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